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Résumé 
 
La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie très sévère, progressive et sans 
traitement vraiment efficace. Elle est caractérisée par l’absence fonctionnelle de la 
dystrophine, une protéine essentielle au maintien des muscles squelettiques. La thérapie 
génique est actuellement envisagée comme approche thérapeutique pour livrer la dystrophine 
dans les muscles. Les vecteurs adénoviraux de troisième génération (Helper-dependent 
adenoviral vector, HD) sont des véhicules de transfert génique très prometteurs pour traiter la 
DMD. Puisque les gènes adénoviraux ont été enlevés complètement du HD, ils sont peu 
toxiques, faiblement immunogéniques et ils possèdent un espace cargo suffisant pour 
transporter l’ADN codant complet de la dystrophine. Bien que le HD puisse fournir la 
dystrophine de façon thérapeutique chez des souris dystrophiques (mdx), l’expression du gène 
thérapeutique est progressivement perdue plusieurs mois suivant l’injection intramusculaire. 
Deux stratégies innovantes furent explorées dans cette thèse dans le but de stabiliser 
l’expression de la dystrophine. 
 
La première stratégie vise à l’intégration de l’ADN du HD dans les chromosomes cellulaires, 
ce qui pourrait le protéger contre son élimination progressive des muscles. Une intégrase site-
spécifique issue du phage ΦC31 a été utilisée pour catalyser l’intégration d’un HD 
transportant un marqueur de sélection. Dans les cellules humaines et les myoblastes murins, 
l’activité de l’intégrase a été évaluée d’après son efficacité d’intégration (après sélection) et sa 
spécificité (dans les clones résistants). L’efficacité atteint jusqu’à 0,5 % par cellule et jusqu’à 
76 % des événements d’intégration ont été réalisés de façon site-spécifique. Bien que des 
délétions aient été trouvées aux extrémités du vecteur, 70 % des clones analysés montraient 
une seule copie du vecteur intégré (le nombre attendu). Seulement une petite augmentation du 
nombre de brisures double-brin a été mesurée dans les myoblastes exprimant l’intégrase. En 
conclusion, l’intégration du HD est relativement efficace, spécifique et sécuritaire. Cette 
méthode est très prometteuse, car la dystrophine peut être livrée dans le muscle avec l’aide du 
HD et l’intégration de l’ADN du HD pourrait stabiliser son expression in vivo. 
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La deuxième stratégie implique l’utilisation d’un nouveau promoteur musculospécifique 
(ΔUSEx3) pour réduire la toxicité induite liée à une expression trop étendue de la dystrophine. 
Dans cette étude, nous avons investigué l’effet du contexte viral sur l’activité du promoteur. 
Un HD et un vecteur lentiviral (LV) ont été construits avec le promoteur ΔUSEx3 pour 
contrôler l’expression d’un gène rapporteur. Les résultats démontrent que ΔUSEx3 confère 
une expression puissante, musculospécifique et stable (via le LV) in vitro. L’injection 
intramusculaire du HD a conduit à une expression puissante du transgène. Ces résultats 
contrastent avec ceux du LV, car après l’injection de ce dernier, l’expression était faible. La 
livraison du HD dans le muscle, mais aussi dans plusieurs organes démontre la 
musculospécificité de ΔUSEx3. Par conséquent, le contexte du vecteur et l’environnement 
musculaire modulent tous les deux l’activité de ΔUSEx3. Bien que ΔUSEx3 soit 
musculospécifique, d’autres études sont requises pour déterminer si le promoteur peut 
stabiliser l’expression de la dystrophine in vivo.  
 
Mots clefs : vecteurs adénoviraux de 3
e
 génération, intégrase ΦC31, vecteurs lentiviraux, 
muscle, souris mdx, promoteurs musculospécifiques, thérapie génique. 
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Abstract 
 
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe, progressive and orphan disease that is 
characterized by the absence of the functional muscle protein dystrophin. Gene therapy is 
currently investigated as a therapeutic approach to deliver dystrophin into muscles. Helper-
dependent adenoviral vectors (HD) are promising gene transfer vehicles for gene therapy of 
DMD. Because HD are devoid of all adenoviral genes, they are weakly toxic, poorly 
immunogenic and possess sufficient cargo capacity to carry the full-length dystrophin cDNA. 
Although HD can provide dystrophin therapeutically in dystrophic mice, gene expression 
decays months after intramuscular injection. Two strategies that both aimed to stabilize 
dystrophin expression were explored here. 
 
The first strategy involved the integration of HD DNA into cellular chromosomes. Stabilizing 
HD DNA could prevent its elimination from muscles. A site-specific integrase from phage 
ΦC31 was used to integrate an HD carrying a selection marker in human cells and murine 
myoblasts. Efficacy of integration (obtained after selection) reached up to 0.5% per cell, and 
up to 76% of integration events (in clones) were mediated site-specifically. Although some 
deletions in HD extremities occurred, 70% of clones analyzed showed one integrated copy of 
HD (as expected). Only a small increase in the number of double-strand breaks was found in 
myoblasts expressing the integrase. In conclusion, HD integration was relatively efficient, 
specific and safe. This method could be used to stabilize dystrophin expression in vivo. 
 
The second strategy involved using a muscle-specific promoter (ΔUSEx3) to reduce potential 
toxicity induced by widespread expression of dystrophin. Because ΔUSEx3 would be 
delivered by HD, we investigated whether or not the viral context could affect ΔUSEx3 
activity. We constructed an HD and a lentiviral vector (LV) carrying a reporter gene under its 
control. Strong, muscle-specific and stable (with LV) expression was obtained in vitro. 
Intramuscular injection of HD resulted into a powerful transgene expression contrasting with 
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LV, where expression was relatively weak. Delivery of ΔUSEx3 in multiple tissues by HD 
demonstrated its muscle-specificity. Therefore, both the viral context and the muscular 
environments modulate ΔUSEx3 activity. Further studies are required to determine whether or 
not ΔUSEx3 can stabilize dystrophin expression in vivo. 
 
Keywords: helper-dependent adenoviral vectors, ΦC31 integrase, lentiviral vectors, muscle, 
mdx mice, muscle-specific promoters, gene therapy. 
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Avant-propos 
 
Les avancées en recherche des vingt-cinq dernières années laissent penser que bientôt, la 
thérapie génique sera envisagée comme un outil de première ligne pour des maladies 
génétiques héréditaires encore incurables. La thérapie génique implique l’utilisation d’un 
vecteur (les plus efficaces sont d’origine virale), pour livrer du matériel génétique dans les 
cellules du corps, dans le but de mitiger une pathologie. L’engouement a repris, ces dernières 
années en recherche, grâce aux succès obtenus lors d’essais cliniques pour plusieurs maladies 
telles qu’une dystrophie musculaire de la ceinture de type II (2), l’amaurose congénitale de 
Leber (une maladie oculaire) (3, 4, 5, 6), l’immunodéficience combinée sévère lié à 
l’adénosine déaminase (7, 8), l’adrénoleucodystrophie lié à l’X (9) et la maladie de Parkinson 
(10). D’autres applications sont actuellement examinées pour le traitement de cancers, de 
maladies infectieuses, l’élaboration de vaccins, etc. 
 
La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique, pour l’instant 
incurable, caractérisée par une dégénération progressive des muscles squelettiques et du cœur. 
Des mutations, dans le gène codant pour la dystrophine, sont responsables de l’absence de la 
protéine fonctionnelle au niveau des muscles. Des essais cliniques réalisés chez des patients 
DMD, ont examiné deux stratégies différentes afin de rétablir l’expression de la dystrophine. 
Des oligonucléotides rétablissent l’expression de la dystrophine dans le muscle des patients en 
permettant de sauter un exon muté du gène dystrophine (11, 12). Un autre essai clinique, 
réalisé avec un vecteur viral, n’a malheureusement pas réussi à exprimer suffisamment de 
protéine thérapeutique (une version tronquée de la dystrophine) pour compenser pour les 
mutations du gène de la dystrophine (13, 14). Bien que le but de cette étude n’ait pas été 
atteint, elle a soulevé des points importants à considérer pour les essais futurs.  
 
L’un des vecteurs, avec le plus de potentiel pour la thérapie génique pour la DMD, est le 
vecteur adénoviral de troisième génération. Dans cet ouvrage, je vous présente mes travaux de 
recherche sur l’optimisation du vecteur adénoviral. J’ai développé un nouveau vecteur doté de 
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la capacité de modifier génétiquement des cellules musculaires de façon permanente et de 
façon sécuritaire à partir de l’intégrase du phage ΦC31 (Chapitre 3). Ce vecteur adénoviral 
intégratif a beaucoup de potentiel pour la thérapie génique, car contrairement aux autres 
vecteurs viraux actuellement étudiés, il peut contenir la séquence codante complète pour la 
dystrophine, en plus des avantages mentionnés plus haut. De plus, sa capacité d’intégration 
permet d’exploiter une approche par thérapie cellulaire. Cette dernière consiste à traiter des 
cellules provenant du patient et à les modifier génétiquement pour qu’elles expriment une 
version corrigée du gène de la dystrophine. Des myoblastes ou d’autres cellules myogéniques, 
traitées par le vecteur, pourraient être alors greffées chez le même patient et rétablir 
l’expression de la dystrophine dans les muscles. 
 
Les promoteurs spécifiques aux tissus sont de plus en plus employés dans le domaine de la 
thérapie génique puisque ceux-ci sont plus stables pour l’expression génique par rapport aux 
promoteurs viraux et ubiquitaires. L’expression tissu-spécifique permet de réduire la réponse 
immunitaire, ce qui réduit la toxicité induite par une expression incontrôlée du transgène. Un 
deuxième volet de ma thèse est l’étude de la régulation d’un promoteur musculospécifique 
(Chapitre 4) très prometteur pour la thérapie génique. Bien connaître comment se comporte le 
promoteur, particulièrement dans un vecteur viral, est une étape nécessaire avant son 
utilisation en thérapie génique. Le but étant de produire efficacement des protéines 
thérapeutiques telles que la dystrophine dans les muscles. La combinaison, entre un vecteur 
adénoviral intégratif et un promoteur musculospécifique, sera certainement très avantageuse 
pour la thérapie génique.  
 
J’espère que lorsque vous lirez cette thèse, vous partagerez mon intérêt pour la thérapie 
génique. Je souhaite également vous convaincre que mes travaux sont importants pour le 
développement de vecteurs plus efficaces encore que ceux actuels, pour la thérapie génique, 
dans le cadre de la dystrophie musculaire de Duchenne. 
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Chapitre 1 
1 Introduction 
1.1 Le muscle squelettique 
 
Son anatomie depuis le niveau macroscopique jusqu’au niveau moléculaire est présentée à la 
Figure 1-1. Chaque muscle est protégé par une pellicule, nommé fascia, constitué de tissu 
conjonctif. Des adipocytes peuvent s'y greffer leur fournissant de l'énergie sous forme de 
triglycérides. Sous la fascia, se trouve le muscle entouré de son tissu conjonctif, l'épimysium 
qui est constitué de plusieurs faisceaux. Des vaisseaux sanguins entrent et sortent des muscles 
suivant le tracé des faisceaux pour les alimenter en nutriments ou les débarrasser des 
catabolites. Le périmysium entoure chaque faisceau qui regroupe des dizaines de fibres. 
Chaque fibre est une cellule multinucléée avec une centaine de noyaux en moyenne. Une fibre 
musculaire peut faire quelques centaines de millimètres en longueur (tout le muscle) et de 10 à 
100 μm en diamètre. La fibre est entourée par une gaine de tissu conjonctif appelé 
endomysium qui regroupe les fibres ensembles et les solidifie entre elles. Directement en 
contact avec les fibres, se trouve une fine lame basale composée de la laminine 5 et du 
collagène IV. Aux extrémités de chaque  fibre, on retrouve des jonctions adhérentes 
impliquant une dizaine de protéines, incluant la vinculine, la taline, la caténine et la N-
cadhérine permettant une liaison forte du cytosquelette  à la fibre suivante. Sur la surface 
latérale des fibres, on retrouve une série d'attaches, les costamères, connectés à la fois au 
cytosquelette, à la membrane et à la lame basale (15). La présence d'autant de points de 
contact avec la lame basale pourrait permettre le transfert de l'énergie contractile de la fibre au 
faisceau.  
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Figure 1-1. Organisation d’un muscle squelettique depuis le niveau macroscopique jusqu’au niveau 
microscopique. 
Le muscle squelettique est un organe bien protégé par du tissu conjonctif. L’épimysium et le périmysium entoure 
un paquet de faisceaux de fibres. Chaque faisceau est entouré par l’endomysium, un autre tissu conjonctif. Une 
vascularisation importante est retrouvée à l’intérieur et à l’extérieur des faisceaux. Les fibres sont innervées 
chacune par un seul neurone moteur. Une lame basale, la véritable niche des cellules satellites, entoure chaque 
fibre (non représentée). Notez que les noyaux sont à l’intérieur des fibres et que les cellules satellites sont à 
l’extérieur. Le sarcolème est la membrane plasmique qui entoure les fibres. Un sarcomère est également 
représenté avec ses différentes stries et bandes. 
permission de reproduire 
accordée par ©ERPI 2012, 
tiré de (1) 
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La lame basale sert de guide pour que la connexion se fasse entre le motoneurone et la fibre 
musculaire. Ce site d'échanges de signaux chimiques s’appelle une jonction neuromusculaire. 
La lame basale supporte une matrice extracellulaire, où plusieurs protéines typiques du tissu 
conjonctif (voir plus haut) sont enchevêtrées. La laminine interagit avec la membrane des 
fibres via un complexe de glycoprotéines (16). La membrane des fibres, aussi appelée 
sarcolème, est juste sous cette lame basale et la matrice extracellulaire. Gravitant autour de la 
membrane, se trouvent les cellules satellites musculaires (voir la section 1.3.1) qui assurent la 
régénération du muscle. Les noyaux, les mitochondries, les réticulums sarcoplasmiques et 
d'autres organelles se situent à la périphérie membranaire des fibres, dans l'espace appelé 
sarcoplasme, tandis que les myofibrilles sont au centre. En longitudinale, les myofibrilles sont 
positionnés de façon parallèle dans toutes les fibres, ce qui donne une apparence striée aux 
muscles (15).  
 
1.1.1 Le sarcomère, l’unité fonctionnelle du muscle squelettique 
 
Une illustration du sarcomère est présentée à la Figure 1. Des stries et différentes bandes 
peuvent être visualisées au microscope électronique à cause de leur densité respective. Les 
bandes I et H, sont des régions claires qui peuvent se contracter. Elles sont renforcies par des 
contacts avec les protéines de jonctions (strie M) et les costamères (disque Z) (15). Puisque les 
myofibrilles sont cordées parallèlement et alignées, elles se contractent, en concert, 
maximisant la force de contraction. 
 
Des filaments épais, constitués d’environ 350 molécules de myosine enchâssées, sont 
positionnés au niveau de la bande A. S'élançant du disque Z, des filaments minces d'actine 
filamenteuse (actine-F) servent de points d'appui aux têtes de myosine. On retrouve également 
des élastines comprenant la géante nébuline (600-900 kDa) qui stabilise principalement les 
filaments minces. Une plus grosse protéine encore, la plus grande connue, la titine (≤ 4,2 
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MDa), consolide les deux types de filaments au sarcomère pendant le repos et lors des 
contractions (pour revues, voir (17, 18)). La présence et/ou la fonction de plusieurs autres 
résidants ne sont pas encore connues.  
 
1.1.2 Les types de fibres musculaires 
 
Pour un marathonien ou un sprinteur, les deux ont besoin de muscles, mais les fibres 
sollicitées sont différentes. La différentiation des fibres s'effectue lors du développement 
embryonnaire, mais aussi plus tard. Plusieurs facteurs de croissance, incluant l’hormone de 
croissance IGF-1, la myogénine, la myostatine, la testostérone et le cortisol peuvent réguler la 
prolifération, la différentiation, la transcription et la croissance. Les fibres musculaires sont 
classifiées en différents types principalement en se basant sur l’isoforme de la chaîne lourde de 
la myosine exprimée. Celles de type I sont lentes à se contracter. L’isoforme de la chaîne 
lourde exprimé dans ces fibres prend plus de temps pour hydrolyser l'ATP que d’autres 
isoformes présents dans les fibres rapides. Bien que cet isoforme soit exprimé majoritairement 
dans ce type de fibre, il n’y est pas exclusivement présent (19).  
 
D'autres protéines, comme la troponine I lente (TnIslow), sont aussi spécifiquement exprimées 
dans les fibres lentes (voir la section  1.8.3). Ces fibres sont également riches en mitochondries 
et en myoglobine leur donnant un aspect rougeâtre. Elles sont particulièrement efficaces en 
aérobie. La myoglobine, un transporteur musculaire du dioxygène, fournit une réserve de 
dioxygène pour la respiration (pour revue, (20)). Les fibres lentes permettent un effort sur une 
longue période de temps grâce à la combustion hautement énergétique des triglycérides. Les 
muscles des marathoniens sont riches en fibres lentes. À l’exception près des fibres IIa qui 
s’apparentent plus aux fibres de type I, les fibres de type II (incluant aussi, b et x) se 
contractent plus rapidement, se fatiguent plus rapidement et consument plus d’ATP que les 
types I. Le glucose sanguin, issue du glycogène hépatique ou musculaire, est la principale 
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source d'énergie anaérobique pour fournir rapidement de l'énergie aux muscles, lors d'un 
sprint, par exemple (21). 
1.1.3 La régénération musculaire 
 
Suite à l'effort, des dommages aux fibres musculaires surviennent, détruisant ainsi l'intégrité 
des fibres. Le processus conduisant à la réparation est étonnamment complexe et encore 
mystérieux. À l'échelle de la fibre, les brisures de la membrane et du réticulum sarcoplasmique 
augmentent le flux d'ions calcium intracellulaire. Dans les fibres endommagées, il y a une 
forte diminution de la protéine dystrophine au sarcolème (décrite plus loin), mais aussi une 
baisse de plusieurs protéines associées (22). Les dommages induits aux muscles par l’exercice 
stimulent l'activité de protéases, activés par le calcium, dont certaines peuvent dégrader les 
myofibrilles endommagés (23). Au moins 6 heures après l'exercice chez le rat, l’activation de 
la caspase 3 et les protéines proapoptotiques (Bax et Bcl-2) et des noyaux apoptotiques (avec 
ADN fragmenté)  sont détectés dans le muscle (22). 
 
Dans la première heure suivant l'exercice, un groupe de phagocytes, les neutrophiles, sont déjà 
à l'oeuvre dans le muscle (24). Ils aident les protéases cellulaires avec la destruction des débris 
en relâchant des superoxydes produisant des radicaux libres en grande quantité. On ne 
comprend pas tout sur l'utilité de ces radicaux libres qui peuvent aussi s'attaquer 
indistinctement aux fibres saines (pour revue, (25)). De plus, il n’est pas clair si les dommages 
collatéraux pourraient amplifier la réponse inflammatoire. 
 
Vient ensuite le recrutement progressif de macrophages, quelques heures après (26). Les 
macrophages, aidés par les neutrophiles, éliminent des cellules mortes et débris cellulaires 
(27). Des cytokines proinflammatoires sont produites dans l'environnement nécrotique (28) et 
certaines sont transportées dans le sang jusqu'au moins deux jours après l'exercice (29). 
D'autres invasions successives de macrophages participent à la régénération, à la croissance 
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des fibres et à la réparation des membranes (30). Parmi ces macrophages, certains aident à 
régénérer le muscle via l'expression de facteurs de croissance, comme l’hormone de croissance 
IGF-1. Ils stimulent possiblement la prolifération des cellules myogéniques ou satellites après 
dommages musculaires (31).  
 
1.1.4 Les cellules satellites musculaires 
 
Les cellules satellites (CS) ont été découvertes en 1961 (32) chez la grenouille par 
microscopie. L'origine de ces cellules n'est pas complètement élucidée, mais elles commencent 
à se spécialiser dès les premiers stades du développement embryonnaire (33). Les cellules vont 
rejoindre le myotome des somites qui se différentie en plusieurs feuillets. Puis du 
dermomyotome, les futures CS migrent vers la position des muscles des membres (34) (pour 
revue, (35)). Des morphogènes guident la migration des CS selon un gradient et le maintien du 
caractère des cellules souches musculaires durant l'embryogenèse (33, 36) (pour revue, (37)).  
 
Dans le muscle mature, les CS restent quiescentes en périphérie des fibres sous la lame basale 
(Figure 1-1). Des facteurs extrinsèques aux CS régulent leur activité (pour revue, (38)). Le 
facteur de croissance hépatique HGF (Hepathic Growth Factor (39)) et l’activation de la voie 
des Wnts jouent aussi un rôle dans la sortie de quiescence des CS (40). L’activation de la voie 
Notch et des Wnts augmente la prolifération des CS (40, 41). Des facteurs de croissance, 
comme l’hormone de croissance IGF-1 (42) et l’hormone de croissance FGF (43, 44), activent 
aussi la prolifération des cellules. Des souris âgées répondent moins bien aux stimuli 
extrinsèques, ayant pour conséquences une perte d'activation et de prolifération des CS (45). 
L’activité de certaines voies signalétiques, comme la voie canonique des Wnts, est plus 
importante dans les CS des souris âgées que celles des jeunes (46). 
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Un grand nombre d'études ont permis de trouver des marqueurs spécifiques  pour les CS 
(regroupés dans (38)). Par contre, un certain niveau d'hétérogénéité entre les populations de 
CS a été constaté. Cinq bons marqueurs, des facteurs de régulation de la myogenèse (MRF), 
sont indiqués pour suivre ces populations: Pax7, Myf5, MyoD, Myogénine et Pax3. Ils jouent 
tous un rôle dans l'autorenouvèlement et dans le programme de différentiation des CS dans le 
muscle mature. Le facteur de transcription Pax7 caractérise possiblement le mieux la CS, car il 
est essentiel dans le muscle adulte pour le maintien et l’autorenouvèlement des CS (47, 48). 
Trois modèles, impliquant les MRF, expliquent ces mécanismes et le cycle de vie de la CS, 
permettant la réparation des muscles pendant toute la vie de l'organisme (pour revues, (49, 
50)). 
 
En plus des cellules satellites, il a été montré que d'autres types cellulaires (comme les cellules 
souches du mésenchyme, les péricytes, les mésangioblastes et les cellules endothéliales) 
peuvent fusionner aux muscles. Elles sont étudiées dans le cadre de la thérapie cellulaire pour 
la DMD. À cause de leur capacité à former du tissu musculaire, elles sont appelées « cellules 
myogéniques ». Ce groupe inclut aussi les CS, engagées à la division active, alors appelées 
myoblastes. Le sujet des cellules myogéniques sera survolé brièvement dans la section 1.3. 
 
1.2 La dystrophine et la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) 
1.2.1 Le gène de la DMD 
 
La découverte du gène de la DMD fut une véritable épopée scientifique pour plusieurs équipes 
de chercheurs (51). Cette histoire est racontée, avec passion par Louis Kunkel, l'un des acteurs 
principaux de cette avancée scientifique (52). Sur le petit bras p21.2 du chromosome X, se 
trouve le gène causant la DMD qui a été identifié par clonage positionnel. Avec ses 2,4 
mégabases, le gène de la DMD est le plus long connu. La transcription du gène prend environ 
16 h (53). Ensembles, les 78 exons (et parfois un 79
e
) codent pour un ARNm de 14 kb (54) 
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comprenant une longue queue non-traduite (3'UTR, ~2 400 - 2 700 pb) chez plusieurs espèces, 
incluant l'humain. Certaines portions sont hautement conservées et pourraient être le site de 
mutations entraînant des conséquences pathologiques (55). 
 
La protéine traduite, découlant de l'ARNm, est appelée dystrophine. Avec la longueur du 
messager, il n'est pas surprenant que l’isoforme musculaire de la dystrophine fasse la taille 
gigantesque de 427 kDa ou 3685 acides aminés (56). Une série d'isoformes histospécifiques 
existe, grâce à l'activation de plusieurs promoteurs internes, à l’épissage alternatif et 
l’utilisation de plus d'un signal de polyadénylation: Dp427m, Dp427l, Dp427c, Dp427p, 
Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et Dp40. L’isoforme musculaire Dp427m est prédominant dans 
les muscles squelettiques et le cœur (57) (pour revues, (58, 59)). 
 
Il existe un gène paralogue à la dystrophine codant pour l’utrophine. Celle-ci est (400-kDa et 
3432 acides aminés, chez l’homme) présente dans le muscle, mais en plus petite quantité (10 
fois moins abondante). Le domaine N- et C-Terminal ont ~78 % de similarité avec la 
dystrophine et 60 % pour toute la protéine. La surexpression de l’utrophine peut compenser la 
déficience en dystrophine chez la souris mdx (60, 61). 
 
1.2.2 L’épidémiologie de la maladie 
 
Des mutations dans le gène de la dystrophine sont à la source de la DMD. La maladie liée, au 
chromosome X, présente un caractère récessif, ciblant principalement les hommes. Avec une 
fréquence d’environ 1 garçon sur 3500 qui naît avec la maladie (62), la DMD est la plus 
commune des dystrophies musculaires. La dystrophie musculaire de Becker est une forme 
moins sévère de la DMD, mais elle dérive également de mutations dans le gène de la 
dystrophine. 
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Environ le tiers des cas de DMD provient de néomutations spontanées (63), alors que le type 
des mutations varie selon le sexe des gamètes (64). Le reste des cas, sont historiquement 
transmis par le patrimoine génétique familial. Dans une cohorte de 1111 patients atteints de la 
DMD, de la dystrophie musculaire de Becker et d’une dystrophie musculaire intermédiaire, les 
mutations dans le gène de la dystrophine ont été caractérisées. 42,9 % des mutations 
retrouvées étaient des délétions, 26,5 % mutations non-sens, 11,4 % des délétions et insertions 
conservant le cadre de lecture, 11,0 % des duplications d’exons et 8,2 % d’autres mutations 
(65). Connaître la nature de ces mutations est importante, car au cours des dernières années, 
des thérapies ciblées (sautage d’exon [voir section 1.4.4.1.4] et réparation de l’ADN avec 
oligonucléotides) efficaces contre seulement certains types de mutations, ont vu le jour (pour 
revue des thérapies, (66)). 
 
1.2.3 La structure protéique de la dystrophine 
 
Pour bien comprendre son rôle dans le muscle, il faut à la fois connaître sa localisation, la 
nature de ses domaines et ses partenaires d’interaction. Dans la fibre musculaire, la 
localisation de la dystrophine est au niveau du sarcolème: ce qui inclut la membrane 
plasmique et les protéines encastrées (67). Elle relie le cytosquelette de la fibre à un complexe 
de glycoprotéines membranaires (sarcoglycanes [α, β, γ, δ, ε et ζ] et dystroglycanes [α et β]) 
servant de point d’ancrage membranaire (pour revue, (60)). Cet ensemble de protéines est, à 
son tour, attaché à la matrice extracellulaire (lame basale) (voir Figure 1-2). En forme de 
bâtonnet, la dystrophine contient quatre domaines majeurs: le N-terminal, le domaine en 
bâtonnet, le domaine riche en cystéine (CR) et le domaine C-Terminal (56).  
 
Du côté N-Terminal, une paire de modules en tandem (CH1 et CH2, domaines de liaison au 
Zn
2+
 riches en cystéines et histidines) forme le sous-domaine ABD1 (actin binding domain 1, 
10 
 
(68)). ABD1 lie un isoforme γ cytoplasmique de l’actine F (F pour filamenteuse, (69)). Son 
expression dans une fibre musculaire est localisée aux disques Z. Plus spécifiquement, l'actine 
F se situe aux costamères (70, 71) : les structures cytosquelettiques qui relient physiquement 
les sarcomères (regroupement de myofibrilles) au sarcolème. Puisque la dystrophine lie 
l'actine F, il est possible que celle-ci s'enrichisse aussi au disque Z, mais cela n’a jamais été 
démontré. Un deuxième sous-domaine (ABD2), moins étudié et interne à la protéine, permet 
aussi la liaison à l’actine-F cytoplasmique. L'ABD2 stabilise la polymérisation de l’actine F 
avec l'aide de l’ABD1. L'un ou l'autre des sous-domaines seuls ne sont pas suffisants pour 
obtenir cet effet. Ils agissent ensembles pour stabiliser le filament (72).  
 
Figure 1-2. Les partenaires de la dystrophine au niveau du sarcolème 
La dystrophine fait le pont à la lame basale (via le complexe dystrophine-dystroglycane, DGC) et le cytosquelette 
par la liaison de l’actine F (via deux sites de liaisons à l’actine placés en N-Terminale). Le domaine CR lie le 
DGC. Le domaine C-Terminal favorise l’interaction avec les partenaires du complexe de protéines associées à la 
dystrophine (DAPC, Dystrophin-associated protein complex), dont les syntrophines, la dystrobrevine α et nNOS. 
Les intégrines, comme la dystrophine, sont aussi connectées à lame basale et au cytosquelette via un complexe de 
protéines spécifiques (non-représenté). Les lignes pointillées indiquent des interactions directes ou indirectes 
entre protéines. Plusieurs protéines n’ont pas été illustrées pour des fins de clarté.  
Cytosquelette 
Sarcolème 
Lame basale 
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S’en suit la portion la plus longue de la protéine, le domaine en bâtonnait, avec ses vingt-
quatre répétitions homologues à la β-spectrine ou α-actinine. Certaines répétitions sont 
intercalées par quatre domaines en épingle susceptibles de conférer la flexibilité à la 
dystrophine (73). 
 
La partie en C-Terminale de la dystrophine est principalement responsable du lien avec le 
sarcolème. La troisième région CR, riche en cystéines, se subdivise en plusieurs modules ou 
motifs: deux mains EF (hand-like, (56)) ; un WW, avec deux tryptophanes conservés (74, 75) 
et un ZZ, avec deux domaines à doigts de zinc (76). Le CR (les quatre motifs précédents) et la 
première moitié de l’extrémité C-Terminale (le quatrième domaine) attachent la dystrophine 
au β-dystroglycane, le point d'ancrage au sarcolème (77, 78, 79). Le β-dystroglycane, un 
membre du DGC (complexe dystrophine-dystroglycane ou en anglais, dystrophin-
dystroglycan complex), joue un rôle crucial dans l'organisation du complexe de protéines 
associées à la dystrophine (DAPC, complexe de protéines associées à la dystrophine, ou en 
anglais, Dystrophin-Associated Protein Complex) et la localisation de la dystrophine au 
sarcolème. L’ablation du β-dystroglycane désorganise les protéines du sarcoglycane et efface 
la présence de la dystrophine au sarcolème, entraînant une dystrophie musculaire chez les 
souris (80). 
 
Le lien direct entre le domaine C-Terminal de la dystrophine et la dystrobrevine-α a été 
démontré dans les cellules musculaires. D’autres partenaires tels que la syntrophine-α peuvent 
aussi s’associer. Cette dernière chapeaute une série d'interactions protéiques, impliquée dans la 
signalisation cellulaire (section 1.2.5) et l'intégrité musculaire (pour revues, (81, 82, 83)). 
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1.2.4 La fonction mécanique et structurale de la dystrophine 
 
Son rôle consisterait à diriger la force mécanique d’une contraction musculaire vers le 
cytosquelette (84) et limiter la pression sur la membrane qui cède facilement en absence de 
dystrophine (85). Pour relier, le DGC (le point d'ancrage de la dystrophine) et la matrice 
extracellulaire, il a été rapporté que le dystroglycane α contient un site de liaison à la laminine 
de la matrice extracellulaire. L’interaction assurerait le pont entre le complexe et la membrane 
basale musculaire (86). D'autres partenaires fortement associés à la matrice nucléaire et au 
DGC existent (87), probablement pour renforcir le contact, mais aussi pour participer à la 
signalisation (16, 88, 89). 
 
La tension générée lors d’une contraction d'une fibre se propage au travers des sarcomères. Au 
niveau des disques Z, l'énergie est transmise aux costamères via l'actine F et passe par la 
dystrophine qui est flexible lorsqu'étirée, grâce à ses domaines en épingle et sa longueur. Par 
ABD1, ABD2 et ses répétions basiques (homologue à la spectrine-β), elle pourrait glisser sur 
le filament d'actine (60). La dystrophine, absorbant beaucoup de tension lors d’une contraction 
musculaire, redirigerait celle-ci ainsi vers le cytosquelette (84), ce qui limiterait la pression sur 
la membrane qui devient très fragile en son absence (85). Via son domaine C-Terminal, la 
dystrophine relie le complexe de glycoprotéines et lui transfère l'énergie restante. À son tour, 
l'énergie est donnée à la membrane extracellulaire qui bouge suite aux contractions. Ce modèle 
du rôle mécanique de la dystrophine est appuyé par un nombre considérable d'évidences. La 
fragilité du sarcolème, des faiblesses musculaires et la nécrose sont toutes des conséquences 
mécaniques liées à l'absence de dystrophine chez l'humain et chez les souris (60).  
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1.2.5 Le rôle de la dystrophine dans la signalisation cellulaire 
 
Pour comprendre la fonction de la dystrophine, dans la signalisation cellulaire, il faut s'attarder 
au DAPC (Figure 1-2). La dystrophine lie les syntrophines qui sont des protéines 
d’échafaudage importantes pour la signalisation. Elles participeraient à l'assemblage d’un 
complexe signalétique au sarcolème comportant plusieurs protéines comme l'oxyde nitrique 
synthétase (nNOS, neuronal Nitric Oxyde Synthase, (90)), la kinase 3 activée par le stress 
(stress activated kinase-3), Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), la calmoduline et 
d’autres (pour revues, (81, 91)). Parmi ces partenaires, nNOS est fortement exprimée dans les 
muscles et probablement le plus étudié. L'enzyme catabolise l'arginine-L et produit l’oxyde 
nitrique (Nitric Oxyde, NO). La relâche locale du NO, dans les muscles en activité, augmente 
le flux sanguin (Thomas et al. 1998). Dans plusieurs dystrophies, l'expression de nNOS est 
diminuée, résultant en une perte de vasodilation (pour revues, (92, 93)) pouvant 
potentiellement créer une pénurie en nutriments et nuire à l’élimination des déchets 
métaboliques. Chez des souris déficientes en dystrophine, la surexpression de nNOS améliore 
la régénération musculaire (94), ce qui offre une piste thérapeutique intéressante pour la 
DMD.  
 
1.2.6 La progression de la maladie 
 
La DMD entraîne la dégénérescence progressive des muscles chez le patient. Les premiers 
symptômes sont ressentis autour de l'âge de trois ans et sont légers. Les mollets hypertrophiés 
et des faiblesses musculaires occasionnelles sont caractéristiques de la maladie. Somme toute, 
l'appareil musculaire du patient est fonctionnel dans son ensemble (pour revue, (95)). Certains 
groupes de patients, les plus sévèrement atteints, peuvent avoir des retards cognitifs (96). 
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Ce n'est qu'au fil du temps que la condition musculaire du patient dégénère. À l’adolescence, 
les patients commencent à perdre leur mobilité et leur autonomie. Leurs muscles 
s’affaiblissent et ils nécessitent un fauteuil roulant pour leurs déplacements. La composition 
du diaphragme est graduellement remplacée par du tissu fibreux, ce qui entraîne des troubles 
sévères de respiration, menant jusqu’à l’insuffisance respiratoire. L’intubation et la ventilation 
des patients prolongent la durée de leur vie jusque dans la trentaine. La dystrophie cardiaque 
est généralement en place vers trente ans et aggrave la situation pour un grand nombre de 
patients (pour revue, (97)). Les raisons de l’évolution de la maladie, de la bonne santé initiale 
à la détérioration du tissu musculaire, sont examinées par plusieurs chercheurs. Pour expliquer 
la dégénérescence musculaire, une hypothèse en vogue, propose que la déplétion des cellules 
souches myogéniques au fil du temps réduise progressivement la capacité régénératrice des 
muscles chez les patients (voir la section 1.2.6.2). Des modèles animaux ont été développés 
pour étudier ce phénomène, mais aussi dans le but de trouver des traitements pour cette 
maladie orpheline. 
 
1.2.6.1 Les modèles murins de la DMD 
 
Le modèle le plus étudié est la souris mdx issue du pedigree C57BL/10, initialement obtenu à 
partir d’une mutation non-sens spontanée dans l’exon 23 de la dystrophine (98, 99). Les 
analyses histologiques d’une série de muscles (couramment étudiés), incluant le tibialis 
anterior (TA), le gastronecmus et le soleus sont normaux jusqu’à 12 jours d’âge. L’activité 
enzymatique de la créatine kinase dans le sérum est normale à 20 jours et augmente avec l’âge 
de la souris pour diminuer ensuite durant la vieillesse (> 200 jours) (100), reproduisant les 
effets de la pathologie humaine. À 22 jours, des lésions musculaires compromettent l'intégrité 
sarcoplasmique et des cellules immunitaires envahissent l'espace nécrosé. L'inclusion de tissus 
conjonctifs et la perte musculaire, particulièrement dans le diaphragme, sont sévères et 
progressives (101), mais sans contrainte majeure au niveau respiratoire à l’âge adulte (102). 
Des noyaux centraux sont aperçus dans les fibres. Les dommages s’aggravent, par la suite, 
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menant à des fibres calcifiées en 40 jours (100). Chez ces souris, on note aussi la présence de 
fibres révertantes, où l’ARNm de la dystrophine aurait retrouvé le bon cadre de lecture. Dans 
ces fibres on peut noter le retour de la dystrophine localisée au sarcolème. La présence et la 
stabilité de ces fibres, en absence de correction génique, suggèrent qu’il y a une sélection 
positive (103). 
 
Il faut toutefois noter des distinctions entre le modèle mdx et la pathologie humaine. Leur 
mobilité n'est pas compromise et leur espérance de vie est seulement réduite de 20 % 
(Chamberlain et al. 2007). Même après plus de 300 jours, la nécrose musculaire et la 
régénération musculaire sont encore actives, signe que la pathologie n’est pas aussi sévère que 
chez l’humain (100). En général dans les muscles murins, on retrouve peu de tissus adipeux et 
fibreux contrastant avec la DMD (100, 104, 105). 
 
Pour intensifier la pathologie, des souris mdx ont été accouplées avec des souris KO pour 
l’utrophine générant un modèle double KO (106). Celles-ci ont un retard de croissance et une 
silhouette différente des souris normales et mdx. À l’âge de 4 à 6 semaines, les double KO 
présentent des troubles de respiration et de comportements. La pathologie montre des signes 
de progression tels que des faiblesses musculaires, une courbature prononcée de la colonne 
vertébrale et des problèmes articulatoires. Malgré une diète enrichie, toutes les souris double 
KO ont succombé à l'intérieur de 20 semaines, ce qui est significativement plus bas que les 
souris mdx. La compensation amenée par l’utrophine limite l’ampleur de la pathologie chez la 
souris mdx. 
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1.2.6.2 Le modèle de la déplétion des cellules souches 
 
Les modèles animaux doivent reproduire le plus fidèlement possible la pathologie humaine. 
Chez le dernier mutant double KO, l'élimination du gène utrophine ne reflète pas 
l’environnement génétique chez les patients DMD. Malgré l'atteinte sévère des muscles 
squelettiques, les patients expriment toujours l'utrophine. Il n'est pas clair combien compense 
l'utrophine pour la dystrophine chez l'humain. Une autre piste, celle de la régénération 
musculaire, pourrait expliquer la différence de sévérité pathologique entre les deux 
organismes. Une étude (107) montre que les patients atteints de la DMD ont des télomères 
quatorze fois plus petits que les individus en santé. Fait intéressant, l’humain a des télomères 
plus courts que la souris, suggérant que la déplétion des cellules myogéniques est accélérée 
chez l'homme (108). Basée sur ces évidences, une équipe (109) a croisé des souris mdx avec 
des souris déficientes en télomérase pour obtenir une lignée de souris double KO mdx/mTR. 
Brièvement, la télomérase est une enzyme qui ajoute des répétitions à la fin des chromosomes 
pour contrer le raccourcissement des télomères lors de la réplication de l’ADN. La télomérase 
est principalement exprimée dans les cellules primitives, incluant les CS. Elles ont la capacité 
de se diviser pour régénérer les muscles. Le contexte de la maladie fait en sorte qu'elles sont 
constamment stimulées à se diviser, d'où l'influence de la télomérase sur la persistance de ces 
cellules. 
 
Deux générations de souris mdx/mTR ont été nécessaires pour raccourcir suffisamment les 
répétitions terminales dans les gamètes, afin d'observer un phénotype sévère concordant : avec 
un niveau sérique élevé de créatine kinase, un épuisement rapide à l'effort, une perte de 
l'intégrité du sarcolème, un grand nombre de fibres positives aux noyaux centraux et 
finalement, la perte de puissance et de force musculaire. Histologiquement, en plus de la perte 
de l'intégrité musculaire, le diaphragme et le gastronecmus se transforment en tissus fibreux à 
8 semaines et contiennent des dépôts de calcium. Sans oublier que les CS présentent un défaut 
de prolifération in vivo. À 76 semaines, le diaphragme est sévèrement atrophié, suggérant que 
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l'insuffisance respiratoire est la cause du décès prématuré des souris à 48 semaines, l'âge à 
lequel les souris ont commencé à succomber à leur état précaire.  
 
Cette étude élégante apporte des arguments solides qui démontrent que la longueur des 
télomères peut influencer la dégénération des muscles dystrophiques. Le rôle des CS et leur 
épuisement semblent jouer un rôle important dans la progression de la DMD. 
 
1.2.6.3  Les gros animaux 
 
Le chien dystrophique golden retriever présente beaucoup de caractéristiques de la DMD 
humaine, incluant un haut niveau de créatine kinase, une atrophie musculaire et des 
contractions sporadiques. Les muscles renferment la présence de nécrose et de régénération, la 
formation de dépôt de calcium et de tissu conjonctif musculaire devenant fibreux. Bien que la 
cardiomyopathie soit souvent la source de leur décès, le diaphragme est aussi sévèrement 
atteint (pour revue, (110)). Maintenir les colonies de chiens dystrophiques est dispendieux et 
dispenser des soins éthiquement justifiés aux chiens malades l’est aussi. C’est pourquoi peu 
d’équipes de recherche utilisent ce modèle. Une autre race de chien, le beagle dystrophique est 
plus petit et présente une dystrophie plus légère facilitant son élevage. Il présente une 
cardiomyopathie tout comme le golden retriever et l’humain, ce qui en fait un modèle d’étude 
intéressant (111). D’autres modèles existent, comme le chien japonais Spitz (112), le félin 
(113), le poisson zèbre (114), mais peu de recherche a été faite sur ces modèles jusqu’à 
présent. 
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1.3 La thérapie cellulaire à partir de cellules myogéniques 
 
1.3.1 Les cellules satellites et myoblastes 
 
Les CS et les myoblastes, dérivés de celles-ci, jouent un grand rôle dans la régénération 
musculaire. Une meilleure compréhension de ces cellules a permis de contourner plusieurs 
embûches quant à leur utilisation pour la thérapie cellulaire. La Figure 1-3 illustre cette 
approche thérapeutique. Des cellules myogéniques ou cellules souches sont d’abord prélevées 
chez le patient ou chez un donneur. Elles sont alors amplifiées ex vivo. Elles peuvent être aussi 
traitées (modifiées génétiquement pour les cellules malades du patient, voir 1.4.4). Les cellules 
sont finalement (ré-)injectées chez le patient pour qu’elles fusionnent aux muscles (ou 
régénèrent les CS) afin de rétablir l’expression de la dystrophine. 
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Le nombre de CS est faible chez l'homme adulte (115, 116) rendant plus difficile la collecte 
pour une greffe future. Une vieille étude, chez la souris et le rat, estimait que ~30 à 35 % des 
noyaux retrouvés dans les fibres, à la naissance, était des CS. Ce pourcentage déclinant à 
moins de 5 % chez les animaux adultes (117). Chez les patients DMD, ce nombre devrait être 
encore plus faible avec l'épuisement des CS causé par la régénération continue des muscles. 
Pour surmonter cette difficulté, le nombre de CS commises à la division active (pour 
revues, (49, 50)) ou les myoblastes peuvent être amplifiés en culture cellulaire, mais un 
nombre limité de fois (118). 
 
L'administration des myoblastes in vivo, via la route systémique, est inefficace puisqu’ils ne 
traversent pas l'endothélium des vaisseaux sanguins (119). Cette barrière physique les 
empêche d'atteindre les muscles. L'injection intramusculaire est préférable, mais elle nécessite 
l'injection de tous les muscles, car la migration des myoblastes est relativement limitée dans le 
contexte d’une greffe chez la souris mdx (120). D'autres tissus conjonctifs, le périmysium et 
l'endomysium, limitent la dissémination et la capacité migratoire des myoblastes à l'intérieur 
des muscles possiblement à cause que les myoblastes n’expriment pas suffisamment 
d’enzymes modulant la matrice extracellulaire (121, 122). 
 
Dans des muscles de singes, préalablement endommagés à l'aide d'une aiguille, des 
myoblastes injectés pouvaient migrer jusqu'à 1 cm et semblaient fusionner principalement 
avec les fibres endommagées (123). Dans cette expérience, il faut noter que les tissus 
conjonctifs ont été sévèrement perforés et que la solution cellulaire s'échappait régulièrement 
du site d'injection, fournissant des explications possibles à la mobilité observée des myoblastes 
dans le muscle. La capacité des myoblastes à migrer reste toutefois un sujet débattu, car les 
conditions expérimentales entre les études varient énormément.  
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Des myoblastes, amplifiés ex vivo, ont été sujet à une allogreffe (avec donneur) chez de jeunes 
patients DMD. Cet essai clinique de phase I sur 8 patients a permis d'évaluer l'innocuité du 
traitement cellulaire sur de petites portions de muscles. Sous immunosuppression, l'injection 
intramusculaire d'environ 30 x 10
6
 myoblastes, par site, a été effectuée à plusieurs reprises 
dans une région de 0,25 à 1 cm
3
 du muscle des patients. Les biopsies montrent 3,5 à 26 % des 
fibres positives à la dystrophine et ce, quatre semaines postinjection (124). Le groupe a poussé 
plus loin le protocole d'injection. Chez un patient, l'injection à haute densité de myoblastes 
(100 à 200 injections par cm
2
) rétablit l'expression de la dystrophine dans la zone injectée 
jusqu'à dix-huit mois. Sur 21,5 cm
2
 du biceps brachii, les injections multiples ont permis 
d'améliorer la force du muscle jusqu'à 100 %. Ceci démontre le potentiel thérapeutique de la 
méthode et son application à plus grande échelle (125).  
 
Plusieurs études démontrent que la culture des CS in vitro réduit de plusieurs fois l'efficacité 
d’une greffe ((126), pour revue, (38)). Des études précliniques récentes, à partir de CS isolées 
sans passer par des étapes d'amplification, ont donné des résultats encourageants. Parmi ces 
études, on peut inclure différentes populations de CS. Une population rare et quiescente de CS 
(~1 % des cellules, ~50 x 10
4
 CS / g de muscle) est dotée d'une capacité de fusion atteignant 
jusqu'à 94 % lorsqu’injectée dans le muscle (~20 x 104 CS). En plus de restaurer la force 
contractile du muscle mdx, ces CS ont repeuplé leur niche en périphérie des fibres musculaires 
(127). Une autre étude montre qu’aussi peu que 2 x 104 CS (une population isolée avec 
d'autres marqueurs) rétablit l'expression de la dystrophine dans plus de 600 fibres chez la 
souris (126). D'autres études, tout aussi intéressantes, démontrent les aptitudes spectaculaires 
qu'ont les CS à régénérer les muscles et ce en très faible nombre  (128, 129). Dans une étude 
originale, Collins et al. ont greffé une fibre entière à des muscles de souris mdx et 
immunodéprimées. Celle-ci, trois semaines après la greffe, a généré plus d'une centaine de 
fibres comportant leurs propres CS (130). Les résultats suggèrent que les CS, isolées avec leur 
niche, gardent leur formidable capacité à régénérer le muscle. Étant donné le pouvoir de 
régénération qu'a une fibre, il ne serait pas étonnant de voir ce type d'approche employé à plus 
grande échelle dans les années à venir.  
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1.3.2 Les autres cellules myogéniques 
 
L'identification de nouvelles cellules dotées de pouvoir myogénique suscite beaucoup d'intérêt 
en recherche. Face aux difficultés rencontrées avec les CS et les myoblastes, plusieurs 
chercheurs ont entamé la recherche d’un type de cellule aux caractéristiques idéales :1) présent 
chez l'homme et pas seulement dans les modèles animaux, 2) avec un potentiel myogénique, 
3) doté de capacité migratoire dirigée vers le muscle endommagé et à l'intérieur de celui-ci 4) 
facile à isoler et à amplifier selon des standards cliniques et 5) utilisable dans un contexte de 
greffe autologue (131).  
 
1.3.2.1  Le transfert de moelle osseuse et cellules souches du mésenchyme 
 
Des essais de greffe de moelle osseuse ont été tentés chez l'homme avec des résultats en deçà 
des attentes, avec environ 0,5 à 0,9 % des noyaux des fibres provenant du donneur. 
Malheureusement, aucun effet thérapeutique n'a été constaté (132). Chez le chien, l'infusion 
d'une population enrichie en cellules souches hématopoïétiques n'a donné qu'un très faible 
nombre de fibres positives à la dystrophine et ce, en présence d'immunosuppression (133). Ce 
type d'approche donne des résultats intéressants seulement chez le modèle murin. Chez les 
souris mdx immunodéprimées, le transfert de moelle osseuse est efficace permettant 
l'expression de la dystrophine dans jusqu'à 20 % des fibres et ce, 90 jours post-transplantation. 
Ce fort niveau de greffe a été attribué à la présence des cellules souches mésenchymateuses 
(MSC, Mesenchymial Stem Cell) présents dans la moelle osseuse (134).  
 
La moelle osseuse adulte regroupe des cellules souches du mésenchyme. Les MSC sont 
progénitrices de plusieurs tissus in vitro incluant le muscle squelettique (135). Elles sont 
relativement faciles à isoler, mais rares avec une fréquence autour de 10
-6
 à 10
-5
 par cellule 
(136). L'amplification des MSC peut se faire in vitro en présence de facteurs de croissance. 
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Une sous-population de ces cellules a été injectée dans un muscle chez le chien dystrophique. 
Jusqu'à 2,0 % de fibres étaient toujours positives à la dystrophine deux mois suivant l'injection 
et ce, en absence d'immunosuppression (137). Un avantage certain des cellules MSCs est 
qu'elles peuvent traverser l'endothélium des vaisseaux. Bien que les cellules injectées peuvent 
se disséminer dans plusieurs organes autres que les muscles, jusqu'à 16 % des fibres 
musculaires contiennent des noyaux provenant des cellules infusées 4 mois postinjection 
(138).  
 
1.3.2.2  Les cellules endothéliales et myoendothéliales 
 
Les péricytes partagent plusieurs marqueurs spécifiques des MSC (139) et ils interagissent 
avec les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (140, 141). Ils peuvent être isolés en 
dissociant les tissus et triés par cytométrie de flux à l'aide de différents marqueurs 
membranaires. Ils présentent un avantage indéniable sur les myoblastes, car ils peuvent 
traverser l'endothélium des vaisseaux. Parmi les péricytes, certains expriment le marqueur de 
cellules souches CD133+ (initialement appelé AC133+, (142)) et peuvent restaurer 
l'expression de la dystrophine dans les fibres musculaires, en plus d'améliorer la fonction du 
muscle (143). Certaines de ces cellules expriment des marqueurs de cellules satellites et 
adoptent la niche des CS, suggérant qu’elles suivent le comportement des CS. Parmi les 
péricytes humains, on retrouve aussi une population CD133+ dans le sang et le muscle 
dissocié. C’est aussi le cas chez les patients DMD (144). Lorsqu'elles sont injectées chez le rat, 
elles améliorent la régénération suite à des dommages musculaires (145). D'autres cellules, 
isolées à partir de la dissociation d'un muscle, les SMALD+, expriment une déshydrogénase 
de l'aldéhyde. Elles constituent une population de cellules musculaires aussi dotée de capacité 
régénérative (146). 
Les mésangioblastes sont des cellules associées aux vaisseaux sanguins, identifiées par le 
groupe de Giulio Cossu et isolées à partir de l'aorte dorsale chez des embryons de souris (147). 
Actuellement, il y a un débat sur l'origine des mésangioblastes qui pourraient provenir aussi 
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des MSC, comme les péricytes (131). Chez les golden retriever dystrophiques, l'injection 
intra-artérielle de mésangioblastes de type sauvage rétablit l'expression de la dystrophine chez 
tous les chiens en présence d'un immunosupresseur. Chez six des 7 chiens traités, la 
dégénération de l'état de santé a ralenti. Quatre des chiens se portaient bien après 400 jours 
d’âge comparativement à une espérance de vie d'environ 1 an (148). Étant donné les essais 
infructueux de transfert de moelle osseuse chez l'homme, on ignore comment une population 
enrichie de cellules souches (péricytes/mésangioblastes ou MSCs) contribuerait à la 
régénération musculaire chez un patient DMD.  
 
1.3.2.3  Les cellules pluripotentes induites 
 
Parmi les cellules qui présentent le plus d'intérêt en thérapie cellulaire, on peut compter les 
cellules pluripotentes induites (iPSc, induced Pluripotent Stem cells). Contrairement aux 
cellules embryonnaires, elles ne soulèvent pas toutes les questions éthiques sur l'usage 
d'embryons humains. En 2006, Takahashi et Yamanaka ont démontré que des cellules 
différentiées peuvent être déprogrammées en cellules pluripotentes en induisant l'expression 
d'un minimum de quatre gènes : oct3/4, sox2, c-myc et klf4 (149). Ces cellules ressemblent aux 
cellules embryonnaires (ES): 1) elles expriment des marqueurs de cellules embryonnaires, 2) 
elles forment des tératomes chez les souris immunodéprimées et 3) une fois injectées dans les 
blastocystes, elles participent aussi à la formation de l'embryon et de tous ses tissus. Des 
cellules iPSc ont été différentiées in vitro en cellules myogéniques exprimant plusieurs 
marqueurs des CS. Elles sont capables de se greffer (jusqu'à ~1 % des cellules myogéniques) 
avec les fibres musculaires endommagées chez les souris mdx. La greffe permet de rétablir 
l'expression de la dystrophine dans un petit nombre de fibres durant au moins 6 mois, 
suggérant une application de ces cellules pour la thérapie cellulaire (150). Étant donné la 
découverte récente des iPSc et le manque d'études fonctionnelles, on ignore le potentiel 
thérapeutique de ces cellules dans les muscles. 
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1.3.3 Le talon d’Achille de la thérapie cellulaire : l'immunosuppresion 
 
L’accumulation de résultats encourageants de différentes études démontre que la thérapie 
cellulaire fonctionne dans les modèles précliniques et aussi chez l'homme. Les cellules 
présentées plus haut possèdent chacune des caractéristiques intéressantes qui pourraient servir 
pour la thérapie cellulaire. D'un autre côté, la thérapie cellulaire est limitée par le fait que la 
mutation du gène de la dystrophine affecte l'ensemble des cellules musculaires. Pour que la 
greffe apporte un bénéfice durable au patient, elle doit être allogénique afin de rétablir 
l'expression de la dystrophine. Dans une étude clinique chez de jeunes garçons DMD, la greffe 
de myoblastes est très peu efficace en absence d'immunosuppression. Cette étude suggère 
fortement que pour atteindre des niveaux thérapeutiques de la dystrophine à long terme, la 
thérapie cellulaire ne peut pas se faire en absence d'immunosuppression (151). D'un autre côté, 
l'usage d'agents immunosuppresseurs a beaucoup d'effets secondaires (152) et on ignore ces 
effets à long terme chez les patients DMD. 
 
1.3.4 L’ingénierie génétique des cellules myogéniques 
 
Pour contourner les problèmes liés aux greffes allogéniques, une solution serait de modifier 
génétiquement les propres cellules du patient. Suivant l'injection, les cellules myogéniques 
peuvent se diviser activement et réparer les muscles. Il est logique de penser qu'une correction 
temporaire du gène de la dystrophine serait insuffisante pour avoir un effet durable sur la 
condition d'un patient. Dans la section 1.5, plusieurs méthodes sont décrites pour stabiliser 
l'expression d’un transgène et elles pourraient être appliquées pour la dystrophine. 
L'intégration d'une cassette d'expression dans le génome est une astuce courante permettant 
l'expression stable d'un transgène. Cette approche est très prometteuse dans le cadre de la 
thérapie cellulaire pour au moins deux raisons : pour obtenir l'expression à long terme d'un 
transgène (comme la dystrophine) et la possibilité d'effectuer des greffes autologues sans avoir 
recours à l'immunosuppression. 
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1.4 La livraison de transgènes par les vecteurs viraux 
 
Bien qu’il existe des méthodes non virales de plus en plus efficaces et sécuritaires pour livrer 
des transgènes dans le muscle, les méthodes virales les surpassent généralement en efficacité. 
Les nouvelles générations de vecteurs viraux sont très sécuritaires et méritent une attention 
particulière dans les prochaines pages de ce texte. La figure 1-2 illustre l’approche directe, où 
des vecteurs viraux sont injectés chez le patient souvent pour exprimer un gène thérapeutique. 
 
1.4.1 Le virus associé à l'adénovirus et ses vecteurs viraux 
1.4.1.1  Le virus associé à l'adénovirus 
 
Un seul brin d'ADN monocaténaire d'environ 4,7 kb constitue le génome de l’AAV. Celui-ci 
est enfermé dans une capside icosaédrique (20 triangles) d'environ 20 à 25 nm. De la famille 
des Parvovirinae et du genre des Dependovirus, l'AAV est non réplicatif et non pathogénique. 
Seulement trois protéines (VP1, VP2 et VP3) forment la capside et leur enchevêtrement est 
complexe (153, 154). Plus d’une douzaine de sérotypes utilisés en recherche sont issus 
d’origine humaine ou de primates non humains (155, 156, 157).  
 
Le mieux connu est le sérotype 2 (158). Les protéoglycanes à sulfate d'héparane de la matrice 
extracellulaire peuvent capturer l'AAV de sérotype 2 (159). Prise dans les mailles d'un filet, la 
capside se retrouve rapprochée de la membrane cellulaire de sorte qu’elle puisse interagir avec 
des corécepteurs cellulaires, incluant les intégrines qui conduisent à son entrée dans la cellule 
(160). L'AAV infecte les cellules en divisions actives, mais aussi celles quiescentes, en 
pouvant entrer dans le noyau, possiblement via un mécanisme similaire à l'adénovirus (161). 
En plus des deux extrémités inverses répétées et un signal d'encapsidation en 5', seulement 
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deux gènes sont encodés par le génome viral : rep et cap, régulés par les promoteurs p5 et p19 
et p40. Un schéma de la structure du génome est présenté à la Figure 1-4. Malgré la simplicité 
génomique apparente, l'épissage des transcrits est complexe donnant une gamme variée de 
protéines. La régulation de la transcription se fait principalement par rep qui agit comme un 
répresseur ou activateur par sa liaison à une séquence RBE sur l’ITR (162). C’est également 
rep qui assure l’empaquetage de l’ADN viral dans la capside. Cette protéine 
multifonctionnelle intègre de façon site-spécifique le génome viral dans le site AAVS1 situé 
sur le chromosome cellulaire 19 (163). Le virus se tapit dans le génome dans l'attente d'un 
stimulus et d'un covirus pour se répliquer. Le virus se réplique très mal seul, mais très bien 
avec un virus auxiliaire, comme l'adénovirus ou le virus de l'herpès (164). 
 
Figure 1-4. Structure du génome de l’AAV 
Le génome de l’AAV d’ADN simple brin ne contient que deux gènes rep et cap. Trois promoteurs (p5, p19 et 
p40) assurent l’expression des différents produits géniques. Les ARNm sont épissés (lignes brisées) 
alternativement donnant les 4 isoformes de rep et les isoformes de VP1, VP2 et VP3. Les séquences codantes 
sont illustrées avec la même couleur que les gènes respectifs. Les ARNm illustrés pour VP-2 et VP-3 sont en 
réalité le même ARNm sauf que le codon initiateur pour traduire la protéine est différent (mais en phase). RBE : 
élément de liaison de Rep 78/68 (Rep binding element). ITR 5’ et 3’ : répétitions terminales inverses en forme 
d’épingle (Inverted Terminal Repeat, ITR). 
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1.4.1.2  Les vecteurs viraux issus de l’AAV 
 
La thérapie génique à partir du vecteur du virus associé à l'adénovirus (rAAV, recombinant 
adeno-associated virus) regroupe au total 92 ou 4,9 % des essais cliniques jusqu’en 2012 
(165). Les gènes viraux sont supprimés du rAAV, incluant le gène rep. Ayant perdu sa 
capacité de s'intégrer, le rAAV demeure sous forme épisomale dans le noyau des cellules 
infectées. Des évidences suggèrent que les monomères viraux forment de façon prédominante 
des concatémères linéaires et aussi, des formes circulaires. Les évidences montrant que l’ADN 
demeure sous forme épisomale ne semble pas nuire à sa persistance, du moins, dans les 
cellules quiescentes in vivo (166). 
 
Dans une lignée cellulaire permissive, la production du rAAV se fait généralement par une 
double transfection plus un virus auxiliaire ou une triple transfection, incluant un plasmide 
contenant les gènes du virus auxiliaire (167). La toxicité de rep (168, 169) complique le 
développement de lignées productrices. Aucune de celles-ci ne dépasse les rendements 
produits par transfection. À l’échelle manufacturière, il est routinier d'avoir des productions 
entre 10
12
 – 1013  de particules virales purifiées par milliard de cellules transfectées et des 
concentrations de l’ordre de 1013 particules virales par mL (170, 171, 172). La capside du 
rAAV est assez stable pour permettre sa purification par ultracentrifugation. 
 
1.4.1.3  La réponse immunitaire 
 
Chez la souris, le vecteur est bien toléré à long terme et n’entraîne pas, sinon très peu de 
réponse immunitaire (pour revues, (173, 174). Par contre chez de plus gros animaux, comme 
le chien dystrophique, l'immunosuppression transitoire est requise au moment de l'injection 
afin d'éviter une réponse trop forte contre la capside. L'immunosuppression augmente la 
persistance de l'expression du transgène (175, 176). Chez l'homme, plusieurs évidences 
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suggèrent que l'administration du rAAV2 cause de l'inflammation et une réponse cytotoxique, 
possiblement à cause de la présence d'antigènes reconnus sur la capside de l'AAV2 (177). Le 
choix d'un autre sérotype (pour revue, (178)), la mutation des épitopes sur la capside (14), 
l'administration d'immunosuppresseurs ou d’immunomodulateurs (179, 180, 181, 182) et la 
diminution des doses du rAAV sont tous envisageables pour échapper au système 
immunitaire. Une autre cause de l'immunogénicité réside probablement dans l'extrémité 
inverse répétée 5' du rAAV. Possédant une activité enhancer, les extrémités peuvent à elles 
seules conduire à l'expression de polypeptides immunogéniques issus d’un mauvais cadre de 
lecture. La reconnaissance de ces antigènes pourrait susciter une réponse immunitaire (183) 
(pour revue, (184)). Il ne serait pas surprenant que les prochaines générations de vecteur AAV 
soient dépourvues de l'effet de ces enhancers. 
 
1.4.1.4  La thérapie génique contre la DMD 
 
Plusieurs sérotypes (1, 2, 5, 6, 8, 9) possèdent du tropisme pour les tissus musculaires (176, 
185, 186, 187, 188, 189, 190, 191) (pour revue, (157)). L'injection systémique du rAAV 
permet de transduire l'ensemble des muscles avec une efficacité impressionnante. En une seule 
administration intraveineuse, il est possible de transduire quasiment tout le coeur (192) ou une 
bonne partie des muscles squelettiques (193, 194). Toutefois dans les gros animaux, 
l'introduction d'un gène avec le rAAV est moins efficace, car la barrière immunologique 
oppose plus de résistance (181). 
 
L’ADNc de la dystrophine (~12 kb) est trop long pour être transporté dans le rAAV. Chez les 
patients Becker, la dystrophine exprimée dans les muscles est plus courte, car le domaine en 
bâtonnet est tronqué. La dystrophine est partiellement fonctionnelle, ce qui explique pourquoi 
leurs symptômes sont légers comparativement aux patients DMD. Le rAAV ne peut 
transporter que des portions tronquées de la dystrophine et il n’est pas, non plus, assez grand 
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pour la dystrophine de Becker (environ 6 kb). Certains domaines importants doivent être 
présents dans la protéine pour assurer les fonctions de base. Le domaine N-terminale et le 
domaine riche en cystéine sont conservés permettant la liaison à l'actine F (195) et 
l'attachement au dystroglycane β (196) respectivement. Le domaine en bâtonnet, conférant 
probablement la flexibilité et la longue portée de liaison à la dystrophine (197), est largement 
éliminé, de même que des portions en C-Terminale impliquées dans la liaison avec plusieurs 
partenaires du DAPC. Le choix d'un promoteur assez court est donc crucial dans ce type de 
vecteur afin de ne pas trop amputer les séquences codantes pour la protéine (par ex: ΔUSEx3, 
voir section 1.8.4). 
 
Une meilleure compréhension de la fonction des motifs sur la dystrophine a permis la 
construction de microdystrophines de plus en plus efficaces. Des versions minimales de ces 
courts motifs de liaisons en C-terminal se sont avérées fonctionnelles chez la souris, comme 
un motif responsable de la liaison à la synthétase neuronale de l'oxyde nitrique (nNOS, (198)). 
L'expression des microdystrophines a permis de restaurer la localisation au sarcolème de 
plusieurs membres du DAPC, incluant la dystrobrevine α, la syntrophine α et le complexe 
dystroglycane associé à la dystrophine. L'injection du rAAV mitige la pathologie au niveau du 
cœur (192, 199) et dans les muscles squelettiques (194, 198, 200, 201, 202, 203). Chez le 
chien dystrophique, le rAAV a donné des résultats impressionnants (181, 204). Chez le 
macaque rhésus, le rAAV a conduit à l’expression d’une microdystrophine dans les muscles 
des membres (205).  
 
Jusqu'à maintenant, un seul essai clinique a été effectué chez l'homme avec un rAAV 
contenant une microdystrophine (13). Un sérotype chimérique, entre le 1 et 2, appelé 2.5, a été 
utilisé dans l'étude clinique. Les essais précédents démontraient un bon tropisme pour le 
muscle et peu de reconnaissance immunogénique de la capside. L'expression de la 
microdystrophine était sous le contrôle du très fort promoteur ubiquitaire CMV. Des biopsies 
chez quatre patients à 42 jours et chez deux patients à 90 jours ont montrées seulement 4 ou 5 
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fibres et 1 fibre positive à la dystrophine chez deux patients à 42 jours. Le bilan du traitement 
fut donc très décevant. C'était donc impossible d'évaluer les effets thérapeutiques de la 
microdystrophine chez l'homme (pour revue, (206)). Quatre des six patients ont développé des 
anticorps contre la dystrophine. Les auteurs suggèrent que l'expression de la microdystrophine 
(étrangère à l’organisme) a suscité une réponse immunitaire contre certains épitopes précis 
présents sur la dystrophine. De très rares fibres positives à la dystrophine peuvent être 
retrouvées dans le muscle d'un patient DMD (207, 208). Ces fibres positives, à la dystrophine, 
proviennent d'un rétablissement du cadre de lecture de la protéine. Il n'y a aucune publication 
sur le sort de ces rares fibres chez le patient et on ne sait pas si elles pourraient influencer la 
réponse immunitaire lors du traitement (13). 
 
D'autres possibilités pourraient expliquer l'échec du traitement comme la présence d'anticorps 
neutralisant contre le rAAV2.5. Même muté pour le rendre moins immunogène, ce sérotype 
chimérique réagit avec les anticorps pré-existants du patient (14). Un essai in vitro avec des 
monocytes périphérique du sang montre qu’ils réagissent avec certains peptides de la capside. 
Ces résultats démontrent que le rAAV2.5 suscite une réponse innée et pourrait expliquer 
l'inefficacité du traitement (13). 
 
Il faut ajouter que le promoteur choisi (CMV) n'était pas idéal, car il est fort dans plusieurs 
types cellulaires, incluant des cellules présentatrices d'antigènes (209, 210). Un autre essai 
clinique avec un promoteur muscle spécifique tMCK (voir la section 1.8.2), régulant 
l'expression du sarcoglycane α, montre un bon niveau de transduction chez 2 des 3 patients 
atteints de la déficience en cette protéine et ce, pendant au moins six mois (2). 
 
 
 
32 
 
1.4.1.5  Une stratégie pour outrepasser la limite de taille 
 
La stratégie vise à augmenter la capacité de transport en utilisant deux rAAV (drAAV, dual 
recombinant AAV) : chacun contenant une portion de la séquence codant la dystrophine pour 
atteindre au total de 6 à 8 kb. Par un mécanisme de recombinaison trans, entre deux génomes 
de rAAV,  il y a fusion du matériel génétique (211, 212). La recombinaison des extrémités 
répétitives inverses de l'AAV dans la cellule permet cette fusion. Les deux séquences se 
retrouvent, ensuite, bout-à-bout permettant l'expression d'une protéine plus longue. Cette 
approche est viable puisque l'efficacité du transfert génique est impressionnante avec l'AAV 
dans les muscles. Le drAAV a été utilisée pour livrer plusieurs transgènes dépassant la taille 
d'un seul AAV et ce, de façon efficace in vitro et in vivo, dans les muscles (213, 214, 215). Les 
drAAV contenant une dystrophine tronquée (incluant un site de liaison à nNOS en C-
Terminal) ont été injectés chez la souris mdx. Comme attendus, les drAAV restaurent la 
présence de nNOS au sarcolème (198). Il faut se rappeler que l’interaction entre la dystrophine 
et nNOS joue certainement un rôle dans la pathologie (voir la section précédente 1.2.5, (216)). 
L'administration systémique d'un drAAV6, dans le muscle de souris mdx, permet d'exprimer 
une minidystrophine (plus longue que la microdystrophine), structuralement très efficace 
(ΔH2-R19), dans plus de 40 % des fibres (217). Le traitement restaure la présence de plusieurs 
protéines à la membrane et améliore les paramètres physiologiques, tels que l'inflammation, la 
résistance des muscles aux dommages, la force musculaire et la masse des souris (218). 
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1.4.2 Le lentivirus 
 
La grande famille des retroviridae (ou rétrovirus) compte 7 genres, incluant le lentivirus et le 
rétrovirus γ, tous les deux utilisés comme vecteurs de thérapie génique. Le virus de 
l'immunodéficience humaine (VIH de sérotypes 1 et 2) est un lentivirus pathogénique chez 
l'homme. Il a entraîné le syndrome de l'immunodéficience acquise chez près de 34 million de 
sidéens à travers le monde en 2011 (219). L'humain n'est pas le seul organisme susceptible à 
l'infection du lentivirus, car il existe des souches chez les félins, les bovins, les équidés, les 
caprins et les primates. À ce jour, les vecteurs lentiviraux, développés pour la thérapie 
génique, sont principalement dérivés du VIH-1. 
 
1.4.2.1 La structure du lentivirus et organisation du génome 
 
Le virion mature du VIH-1 fait entre 100-150 nm de diamètre. À l'intérieur de son enveloppe, 
se trouve une capside plus petite d'environ 50-60 nm de diamètre et de morphologie conique 
(pour revues, (220, 221, 222)). Un génome diploïde, constitué de deux segments d'ARN 
simple brin de ~9200 nucléotides (220), repose au cœur de la capside. Les lentivirus possèdent 
les trois gènes de base (aussi présents chez les autres rétrovirus) qui sont essentiels à la 
réplication du virus: gag (structure), pol (transcriptase inverse) et env (enveloppe). La Figure 
1-5 illustre l’organisation génomique du lentivirus et la Figure 1-6 représente un virion. Le 
gène gag encode un précurseur protéique de 55 kDa qui est clivé en quatre polypeptides : 
constituant la matrice (MA), la capside (CA), la nucléocapside (NC, p7). L’ARNm de gag 
produit également un précurseur gag-pol de 160 kDa qui partage la portion N-Terminale sur 
433 aa. Il arrive que le codon stop de gag cause un déplacement d’une base du ribosome 
(cadre de lecture -1) et qu’il continue sa lecture de l’ARN sur 1003 aa (encodé par le gène pol) 
(223). L'autocatalyse du précurseur génère 3 nouvelles protéines : la protéase (PR), la 
transcriptase inverse (RT, reverse transcriptase) et l'intégrase (IN). Le produit du gène env est 
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aussi un précurseur de 160 kDa. Des enzymes cellulaires digèrent le polypeptide en deux 
glycoprotéines, gp120 et gp41, dont la dernière est ancrée dans la membrane (220, 224). 
 
Le VIH-1 contient d'autres gènes produits par l’épissage alternatif de l'ARN viral. Ils sont vpu, 
vif, vpr, tat, rev et nef. Les protéines produites complexifient la régulation du cycle viral en 
permettant une régulation plus fine (220). Le VIH-1 encode 18 protéines identifiées et celles-
ci forment au moins 435 interactions protéiques chez l’hôte (225).  
 
D’autres séquences virales importantes agissent en cis pour aider la réplication du virus. Les 
extrémités 5' et 3' de l'ARN génomique sont garnies d’une séquence répétitive longue (LTR, 
long terminal repeat). Les deux LTR du HIV-1 sont identiques en séquence, contenant 
chacune les régions U5, R et U3. Les extrémités du VIH-1 forment une série de tiges-boucles 
établissant des sites de liaison pour diverses protéines lors de l'infection. Notamment, du côté 
5' il se retrouve une séquence d'encapsidation Ψ de l'ARN viral et un site de liaison à un ARN 
de transfert de la lysine (PBS). Le site sert d’amorce pour initier la transcription inverse de 
l'ARN en ADN. On retrouve aussi deux séries de polypurines, l'une centrale (cPPT, central 
polypurine tract) et l'autre canonique en 3' (PPT), en plus d'un signal de polyadénylation dans 
le U3 (220). 
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Figure 1-5. Organisation du proADN viral pour le lentivirus et les vecteurs 3e génération. 
Trois gènes principaux (en gras, gag, pol et env) sont essentiels à la réplication du lentivirus. tat et rev sont 
également nécessaires pour le lentivirus. Les autres gènes sont accessoires et dispensables pour la réplication 
virale. La direction des flèches représente le sens de la transcription. Les flèches sont brisées dans le cas de tat et 
rev pour illustrer une région enlevée du transcrit lors de l’épissage alternatif du pré-ARNm. Les vecteurs 
lentiviraux de 3e génération (LV, lentiviral vector) sont tous évidés des gènes viraux. Pour leur production, les 
gènes viraux sont fournis en trans à l’exception du gène env (remplacé par VSVg) et de tat (en utilisant un 
promoteur pour initier la transcription du génome viral). Pour le LV-SIN, l’enhancer U3 a été retiré. Le LV c-
SIN est obtenu en remplaçant la région U3 par le promoteur TET (tétracycline) inductible à la doxycycline. Ce 
vecteur a été utilisé pour réaliser les expériences à la section 2.2. La figure n’a pas été réalisée à l’échelle.  
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Figure 1-6. Schéma d’un vecteur lentiviral. 
L’enveloppe du vecteur est constituée d’une membrane lipidique d’origine cellulaire. Plusieurs protéines à 
domaines transmembranaires la transverse, dont VSVg, exprimée lors de la production du vecteur. L’espace entre 
la membrane et la capside contient la protéase virale, utilisée par le vecteur lors de l’entrée dans la cellule. Cet 
espace pourrait contenir d’autres protéines cytoplasmiques. La capside, en forme de cône ou de bâtonnet, est au 
centre du virion. Elle protège deux copies d’ARN génomique viral à polarité négative (ne codant pas les 
protéines). Des protéines essentielles à rétrotranscription et à l’intégration du proADN dans le génome cellulaire 
sont dans la capside. Une nucléocapside protège le génome viral. 
 
1.4.2.2  Le cycle viral du lentivirus 
 
1.4.2.2.1 L'entrée du HIV-1 
 
Les deux glycoprotéines (gp120 et gp41) produites par le gène env, sont toutes deux présentes, 
sous leur forme mature, dans l'enveloppe du VIH-1. La première reconnaît le récepteur CD4 à 
la surface de la cellule cible. Une fois attachée, un changement de conformation de gp120 
conduit à sa liaison au corécepteur CCR5 et CXCR4, ainsi que sa dissociation avec gp41. 
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S'enclenche ensuite, un changement de conformation de gp41 vers un état « fusiogénique » qui 
entraîne la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Cette action libère la 
capside directement dans le cytoplasme (226). Ce n’est pas la seule voie d'entrée employée par 
le virus, car celui-ci peut également se faire endocyter (227, 228). Le microenvironnement 
peut influencer la susceptibilité des cellules à l'infection par des interactions avec des facteurs 
solubles ou insolubles (comme avec d'autres cellules, (220)). Par exemple, le traitement de 
lymphocytes T inactifs avec des interleukines peut les rendre susceptibles à l'infection (229). 
Plusieurs types de cellules de la lignée des macrophages, des cellules monocytes périphériques 
du sang, certaines population de cellules dendritiques, des lymphocytes CD4+ et d'autres types 
de cellules sont permissives au VIH-1 (220). 
 
1.4.2.2.2 Le voyage vers le noyau, l'arrimage au pore nucléaire et la rétrotranscription de 
l'ARN viral 
 
Un marquage de vpr (associée au génome viral) et le traitement des cellules avec un inhibiteur 
des microtubules démontrent que le coeur du virus voyage via le système microtubulaire. Le 
trajet vers le noyau se fait dans le sens des dynéines et prend environ 75 min. Une fois rendue, 
les particules virales s’agglutinent autour du noyau et restent arrimées au pore nucléaire 
pendant un certain temps (230). Le mécanisme de désassemblage de la capside reste une étape 
nébuleuse. Certains suggèrent que la capside est dissociée immédiatement après son entrée 
dans la cellule tandis que d'autres suggèrent qu'elle est dégradée progressivement ou encore, 
qu'elle n'est pas dégradée du tout avant d'atteindre le noyau (222). Cette dernière hypothèse est 
appuyée par une étude démontrant que la rétrotranscription a seulement lieu lorsque la capside 
est intacte et ce, indépendamment de la route d'entrée (231). La rétrotranscription prend à elle 
seule plusieurs heures. Elle atteint un sommet entre 8 et 12 heures post-infection (232). Cela 
laisse plus que le temps nécessaire pour que les particules virales s'arriment au pore nucléaire. 
Lors de la transcription inverse, le site PBS servirait de premier site d'initiation et la cPPT 
serait un second site d'initiation. Lors de la rétrotranscription, le 5'LTR est remplacé par le 
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3'LTR identique (pour revue, (233)). Lorsque le complexe de rétrotranscription est mature, il 
porte le nom de complexe de préintégration (PIC, preintegration complex). Le cPPT aide à 
l'entrée du PIC dans le noyau par un mécanisme encore inconnu. En son absence, le proADN 
linéaire s'accumule à la membrane nucléaire (234, 235). 
 
1.4.2.2.3 L'importation nucléaire 
 
Le PIC est dépourvue de la protéine CA, mais contient MA, RT, IN, NC et Vpr (220, 236, 
237). Étant donné que le diamètre du pore fait 25 nm et s'ouvre jusqu'à 39 nm (238), le PIC, 
avec ses 56 nm, utilise les navettes nucléo-cytoplasmiques, appelées importines, de la famille 
des karyophérines. Leur déplétion réduit l’efficacité d’infection possiblement en freinant 
l'entrée du PIC dans le noyau (239, 240) (pour revue, (241)). Une séquence de localisation au 
noyau (NLS, Nuclear Localization Signal) pourrait permettre l’entrée nucléaire. Plusieurs 
évidences suggèrent que la protéine CA, ensemble avec la transportine cellulaire Tnpo3, 
seraient des déterminants importants dans le trafic nucléaire du PIC (pour revue, (242). 
Toutefois, d’autres protéines pourraient être impliquées (243, 244) (pour revue, (245)). Il a été 
démontré que l'intégrase interagit avec la nucléoporine 153 (NuP153), une protéine du pore 
nucléaire, indépendamment du fait que les cellules soient mitotiques ou quiescentes (246, 
247), ce qui est cohérent avec l’habilité du lentivirus d’entrer aussi dans le noyau des cellules 
quiescentes. D'autres partenaires d’interaction ont été trouvés (248, 249, 250). Toutefois, la 
mutation du NLS de l’intégrase n’empêche pas complètement le PIC d'entrer dans le noyau 
(226, 251). La recherche sur le mécanisme d’entrée nucléaire continue. 
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1.4.2.2.4 L’intégration du HIV-1 dans le génome 
 
La majorité de l'ADN proviral s'intègre dans le génome de la cellule hôte, mais plusieurs 
copies restent sous forme épisomique (pour revue, (252)). L'intégration est une étape 
essentielle pour conduire à l'expression efficace des gènes viraux (253). L’acteur de 
l'intégration est l’intégrase présente dans le PIC. En effet, une mutation d'un acide aminé 
hautement conservé abolit son activité et empêche l'intégration du VIH-1 (254, 255). 
 
Le développement des technologies de séquençage a permis d’identifier à l'échelle génomique 
des milliers de sites d'intégration pour le VIH-1. Le virus s'intègre préférentiellement dans les 
unités de transcription de gènes actifs et à l’extérieur des régions contenant des ilots CpG 
généralement méthylés. Plusieurs observations, dont la récurrence de certains sites, la présence 
d’un site d’attachement à la matrice nucléaire à proximité du site d’insertion, l’absence 
d’intégration dans certaines régions et l'intégration dans les régions denses en gènes supportent 
l’hypothèse que l'ouverture de la chromatine favorise l'intégration (256, 257, 258, 259). Des 
protéines cellulaires peuvent influencer l’intégrase dans son choix de site. Un de ses 
partenaires importants est le facteur de transcription LEDGF/p75 (Lens epithelium-derived 
growth factor) qui modifie sa structure tétramérique (260) et qui est essentiel à son activité 
(261, 262). LEDGF/p75 lie fortement la chromatine et pourrait positionner l’intégrase pour 
l’intégration (263) (pour revue, (264)). Une déficience en LEDGF/p75 entraîne une réduction 
de l'intégration dans les unités actives de transcription et elle nuit grandement à l'intégration 
du virus, et à la réplication virale. Une corrélation positive existe entre les sites de liaison du 
facteur de transcription et les sites choisis par le VIH-1 pour l'intégration (258, 265). Un 
mécanisme d'intégration VIH-1 a été proposé sollicitant LEDGF/p75 (264).  
 
Une fois le virus intégré, le programme de transcription virale se met en branle. Plusieurs 
éléments viraux jouent dans l'activation de la transcription, entre autres, la présence des LTR 
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avec l’enhancer et une séquence activatrice de la transcription dans la région U3. Une 
structure chromatinienne, incluant notamment des histones et des protéines associées aux 
nucléosomes, s'installe au niveau du proADN (266). 
 
L’intégration du VIH-1 peut perturber l'expression génique dans l'environnement adjacent au 
site d'intégration (267, 268). On ignore actuellement le potentiel oncogénique du VIH-1 chez 
l'humain, mais des évidences (lors d'études in vivo) avec des vecteurs viraux dérivés du VIH-1 
et rétroviraux, nous en apprennent plus sur comment ces vecteurs peuvent déréguler 
l'expression génique des cellules (voir les sections 1.4.3 et 1.4.4). 
 
1.4.2.2.5 L’expression des protéines virales et l’assemblage des particules 
 
L'ARN polymérase II cellulaire produit l'ARN messager qui va servir à la progéniture virale. 
Lors de la maturation de l’ARN viral, il peut être est méthylé sur son extrémité 5'. L’épissage 
du prémessager génère différents produits permettant l'expression de protéines distinctes. Pour 
échapper à l'épissage et s'assurer de l’intégrité du génome parmi la progéniture virale, le HIV-
1 utilise sa protéine rev. Celle-ci stabilise l’ARNm viral immature, en liant l’élément de 
réponse à rev (RRE), en plus d’aider à son export nucléaire (269, 270, 271, 272). La protéine 
rev n'agit pas seule, mais elle est aidée par une série de cofacteurs cellulaires (273, 274, 275, 
276, 277).  
 
L’exportation de l’ARN viral complet permet à la fois l’encapsidation du génome viral, mais 
aussi l’expression de gag et la fusion gag-pol. La protéine rev est donc importante pour la 
production virale (278). Les précurseurs gag et gag-pol sont envoyés à la membrane jouant 
ainsi un  rôle important dans l’adressage et l'empaquetage de l'ARN viral (279). Parallèlement, 
les ARNm épissés servent à l'expression des protéines de l'enveloppe. Celles-ci sont sécrétées 
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à la membrane. C’est l’endroit où s’assemble la capside et où se fait l'empaquetage du génome 
de manière concomitante. Deux copies d'un ARN de transfert de la lysine sont placées sur le 
site PBS, de chaque molécule d'ARN viral, dans le but d'amorcer rapidement la 
rétrotranscription chez le prochain hôte. La maturation finale des protéines a lieu à l'intérieur 
de la particule virale par PR après le bourgeonnement de la membrane. Plusieurs protéines 
sont présentes dans le virion, dont celles de structure, IN (une copie par génome), RT, PR et 
des facteurs accessoires (220). 
 
1.4.3 Les vecteurs rétroviraux 
 
Modifié par ingénierie moléculaire, le rétrovirus γ de la leucémie murine (MLV, murine 
leukemia virus) fut l'un des premiers vecteurs viraux (280). Les vecteurs rétroviraux classiques 
(RV, retroviral vectors), issus du MLV, ont conduit aux premiers essais cliniques autorisés en 
thérapie génique au début des années 1990 (281, 282, 283). Seules les séquences en cis du RV, 
les 5' et 3' LTR, le signal Ψ et le PBS, sont requis pour la production. L’espace libéré permet à 
des cassettes d'expression d’être transportées. Un RV transportant le gène de l'adénosine 
désaminase fut utilisé dans les premiers essais cliniques en thérapie génique. Des mutations 
dans ce gène causent une immunodéficience sévère combinée. Des cellules souches sanguines 
des patients ont été traitées ex vivo par le RV puis, infusées de façon autologue. Le succès de 
ces premières thérapies fut mitigé et les effets, transitoires. Au début des années 2000, des 
essais cliniques avec des RV ont guéri des patients. Malheureusement, ils ont aussi conduit à 
quelques cas regrettables de leucémies (284). L’insertion du RV à la proximité du promoteur 
et l’activation transcriptionnelle indirecte générée par le 3’LTR (via l’enhancer) ont 
potentiellement conduit à l’expression aberrante du proto-oncogène LMO2 dans les cellules 
infusées. L’expansion clonale incontrôlée liée à cette insertion pourrait expliquer les leucémies 
apparues (285). L'intégration d'un élément activateur de la transcription peut influencer 
l'expression des gènes dans l'entourage du site d'insertion. Pour cette raison, l'enhancer en U3 
a été enlevé dans les plus récentes générations de RV c-SIN (conditional Self 
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INactivacting,(286)). D'autres modifications ont été apportées pour mieux contrôler 
l'expression du gène thérapeutique et réduire l'interférence génique des promoteurs internes. 
Jusqu’en 2012, il n'en demeure pas moins qu’au total, 19,7 % des essais cliniques ont été 
menés avec des RV (165). 
 
1.4.4 Les vecteurs lentiviraux 
 
Les vecteurs lentiviraux (LV, lentiviral vectors) sont de plus en plus utilisés en thérapie 
génique. Sa capacité d’entrer dans le noyau de cellules infectées (même lorsque la membrane 
nucléaire est intacte) est certainement un atout pour la thérapie génique (287) par rapport au 
RV qui doit attendre la rupture de la membrane nucléaire. L’utilisation du LV multiplie le 
nombre de cibles thérapeutiques. Les tissus différentiés ou les cellules quiescentes (non 
permissives aux RV) sont susceptibles à la transduction avec le LV. Ceci inclut les cellules 
musculaires différentiées et les cellules satellites (288). 
 
1.4.4.1  Les nouvelles générations de LV 
 
Plus sécuritaire en comparaison aux RV classiques, le LV cause moins d'interférence sur 
l'expression des gènes à proximité du site d'intégration. Ceci est dû principalement aux 
éléments qui diffèrent dans leur LTR (289, 290, 291). Lorsque l’expression d’un transgène est 
contrôlée par le LTR du LV, les éléments d’activation transcriptionnelle s’inactivent 
progressivement en réduisant l’expression du transgène (292). Pour réduire davantage 
l’activité, des LV c-SIN ont été générés (293) (pour revue, (294)). D’autres mutations dans les 
LTR réduisent davantage l’activation (295). L'interférence génique générée par le promoteur 
interne peut être restreinte si des insulateurs sont insérés de part et d’autre de la cassette 
d'expression. Le promoteur interne peut demeurer actif et stable plus longtemps, et augmenter 
son activité suite à l’usage d’insulateurs (296, 297, 298, 299, 300, 301, 302). Toutefois, ces 
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séquences doivent être bien positionnées dans le vecteur, car elles peuvent réduire la 
production de LV (303).  
 
D’autres séquences peuvent augmenter l’expression du transgène. L'incorporation du cPPT 
augmente la transduction de 2 à 10 fois in vitro ou in vivo (234, 304, 305, 306). L'ajout d’un 
élément régulateur posttranscriptionnel du virus woodchuck de l’hépatite (WPRE, Woodchuck 
Hepatitis Posttranscriptional Regulatory Element) stabilise l'ARNm viral et augmente de 4 à 5 
fois les niveaux d'expression d'un transgène (307, 308). La présence de rev et de son site 
d’attachement RRE (sur l’ARN viral) augmente la production du LV (309). Quant à l’ajout de 
séquences d'attachement à la matrice nucléaire (voir la section 1.5) dans le LV, elles ont des 
effets minimes sur l'expression du transgène et variables selon le type de cellule (310).  
 
Une étude systématique de la taille d’un LV a permis de situer sa taille optimale à environ 5 
ou 6 kb. L’addition de matériel supplémentaire entraîne une chute exponentielle de la 
production jusqu’à 1000 fois pour une insertion de plus de 18 kb (311). Pour des LV avec de 
larges insertions de 7,5 à 13,2 kb, il existe un protocole pour les produire (312). Environ 1,6 
kb à 2,2 kb de l’espace de clonage est accaparé par des séquences essentielles pour la 
réplication du LV (pour revue, (313)). L’addition et la position des séquences WPRE, de RRE 
et des séquences décrites précédemment limitent la taille des cassettes d’expression insérées 
dans le vecteur. Dans le cadre de la DMD, le LV peut s’accommoder des versions tronquées 
de la dystrophine, appelées microdystrophines et minidystrophines. L’utilisation d’un petit 
promoteur permet d’économiser de l’espace au profit d’un transgène plus long ou des 
séquences qui aident l’expression. 
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1.4.4.1.1 La production du LV 
 
Seulement les gènes gag, pol et env sont nécessaires à la production de LV, en plus de rev et 
de tat. Toutefois, tat n’est plus nécessaire si un promoteur (CMV ou RSV (314)) est utilisé 
pour initier la transcription du génome viral primaire. Le gène env n’est pas non plus 
nécessaire si une autre protéine d’enveloppe est fournie à la place (voir plus loin). Tous les 
autres gènes accessoires sont dispensables (315). Initialement, les LV étaient générés par la 
transfection de trois plasmides (316) : un plasmide encodant gag,  pol et env (ou un gène 
encodant une autre enveloppe) et un plasmide pour le vecteur de transfert. Pour augmenter 
davantage la production, tat et rev étaient fournies également par un ou deux plasmides (317). 
Un bon dosage des protéines virales permet d’augmenter la production de LV d’environ 7 à 8 
fois (318). Toutefois, l’expression de ces protéines pose un risque théorique (jamais observé à 
ce jour) (319), car elles pourraient entraîner la formation de virus capable de se répliquer, par 
eux-mêmes, à partir de séquences virales endogènes au génome cellulaire. 
 
Une bonne efficacité de transfection est primordiale à cause du nombre de constructions 
plasmidiques employées, compliquant encore davantage la procédure pour des cellules 
croissant en suspension. L’ajout de suppléments, comme le sodium butyrate, connu pour 
améliorer l’expression protéique, permet d’augmenter jusqu’à 150 fois la production de LV 
(320). L’ingénierie des protéines virales, pour les rendre moins toxiques, est une piste 
investiguée pour aider la production (321). En aval de la production, la concentration peut 
générer des préparations d’au moins 1010 particules infectieuses / mL et se réaliser à grande 
échelle (322, 323). 
 
Les protéines de l’enveloppe du LV peuvent être interchangées afin de modifier le tropisme de 
la particule virale ou altérer ses propriétés physiques. La protéine g du virus vésiculaire de la 
stomatite (VSVg, vesicular stomatitis virus g protein) est couramment employée comme 
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protéine d’enveloppe chez les LV. Actuellement, aucun récepteur cellulaire n’a encore été 
identifié pour cette protéine (324, 325). VSVg confère au LV la capacité d’infecter une vaste 
gamme de tissus, incluant certains types de muscles (326, 327). VSVg donne une grande 
stabilité à la particule virale, conférant une résistance à l’ultracentrifugation et une solubilité à 
haute concentration >10
9
 particules infectieuses / mL en solution (328). Un LV-VSVg a une 
demi-vie en solution d’environ 10 heures à 37°C, 50 heures à 20°C et 200 heures à 4°C (329). 
Une meilleure connaissance des propriétés physiques du LV a permis d’améliorer les 
formulations pour augmenter sa demi-vie et sa production (330, 331). 
 
D’autres protéines virales d’enveloppe ont également été utilisées chez le LV : GP64 (de 
l’enveloppe du baculovirus) permet une plus grande concentration que VSVg  (332), mais elle 
n’est pas très efficace pour la transduction des muscles (333); Mokola et Ebola sont capables 
de transduire les muscles et ses cellules satellites (288, 334, 335). Le recours à des anticorps 
(336, 337) ou des ligands spécifiques (338) peut être employé avec le LV pour cibler un tissu 
en particulier.  
 
Afin d’éviter la plupart des problèmes reliés à la mise à grande échelle de la production de LV 
(pour des fins thérapeutiques), des lignées cellulaires d’empaquetage de LV ont été mises au 
point. Elles contiennent les séquences des protéines virales dans leur génome et certaines ont 
été adaptées pour proliférer sans sérum et en suspension (314). L’ADN plasmidique, servant 
de matrice pour le génome viral, est quant à lui transfecté dans les cellules. Cette approche 
limite à un seul plasmide la transfection. Pour produire un LV à grande échelle, il est possible, 
à partir d’une petite production, de générer une lignée cellulaire productrice. L’élaboration des 
lignées d’empaquetage a été laborieuse, au départ, car les protéines virales du VIH-1 (339, 
340) et de VSVg (341) sont toxiques pour les cellules lorsque produites en grande quantité. La 
régulation de l’expression s’est donc avérée nécessaire pour garder un niveau basal très bas de 
ces protéines dans la cellule. Des systèmes inductibles permettent d’activer l’expression 
protéique seulement au moment de la production. De tels systèmes ont été construits se basant 
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sur différents inducteurs, tels que la tétracycline/doxycyline (314, 342, 343, 344, 345, 346, 
347, 348, 349, 350), le cumate (314) et l’ecdysone (351, 352). La génération de LV à partir 
des lignées d’empaquetage donne des titres comparables à ceux obtenus par transfection (314), 
mais elles sont beaucoup plus pratiques et robustes comme méthode.  
 
1.4.4.1.2 La thérapie génique in vivo 
 
La surexpression de la dystrophine dans les souris mdx permet de corriger la pathologie au 
niveau histologique et physiologique, et ce, sans toxicité apparente (353). Puisque l’ADN 
codant complet de la dystrophine est trop grand (~12-kb) pour être inséré dans le LV, sans 
réduire drastiquement sa production (311), des minidystrophines, sensiblement plus courtes, 
peuvent y être transportées. Des microdystrophines, plus courtes encore, sont capables de 
mitiger la pathologie au niveau de l’histologie, de l’immunologie et de la physiologie (217).  
 
Une étude comparative de trois protéines d’enveloppe différentes, Mokola, Ebola, du MLV, 
révèle des niveaux de transduction atteignant 24 %, 5 % et 47 % du muscle murin adulte, 
respectivement. Le marquage de sections musculaires suggère que LV-Ébola et LV-MLV 
transduisent efficacement les cellules satellites. Lorsque LV-Mokola, LV-Ébola et LV-MLV 
encodent une minidystrophine, l’expression s’étend à un grand nombre de fibres chez les 
souris néonatales, mais également chez les souris adultes avec LV-Ébola et LV-MLV. La 
minidystrophine améliore la force musculaire et réduit les dommages dans le muscle mdx 
(288).  
 
Quant aux souris néonatales, l'efficacité de transduction est assez élevée atteignant 20 à 25 % 
des fibres du muscle avec le LV-VSVg. L'expression d’une protéine de fusion, entre la 
microdystrophine et la GFP, dure au moins deux ans dans le muscle (354). Les cellules 
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souches musculaires sont aussi transduites in vivo (354, 355). L'expression d'une 
microdystrophine (217) augmente la force musculaire de même que le diamètre des fibres, en 
plus de réduire les dommages aux fibres dans les muscles de souris mdx (354).  
 
Comme alternative aux LV issus du VIH-1, des chercheurs ont développés des LV à partir du 
virus de l’anémie infectieuse équine. Combinés au VSVg, ils permettent à la fois de transduire 
la plupart des muscles murins au niveau embryonnaire (356). Le même type de LV peut aussi 
transduire les muscles adultes (357). 
 
1.4.4.1.3 La thérapie cellulaire 
 
Pour la thérapie génique de la DMD, une approche prometteuse consiste à prélever des 
cellules d’un patient, les traiter avec un LV ex vivo, puis réinjecter les cellules chez le patient. 
Il y a plusieurs avantages à procéder ainsi. La transduction des cellules est efficace frôlant les 
100 % dans plusieurs types de cellules myogéniques (144, 355, 358, 359). Un protocole a été 
spécialement adapté aux LV et conçu pour la thérapie cellulaire pour la DMD (360). Un 
avantage potentiel de la manipulation des cellules ex vivo est qu’une caractérisation du pool 
est possible avant l’injection chez le patient: par exemples, le séquençage haut-débit des sites 
d’intégration, les niveaux d’expression génique par micropuce, l’évaluation du taux de 
croissance et le comportement (capacité à différentier) des cellules. Pour l’instant, les 
informations obtenues à partir de ces techniques ne permettent pas encore de prédire avec 
certitude des effets potentiellement dangereux du traitement génique. Toutefois une meilleure 
caractérisation du pool pourrait s’avérer utile, dans le futur, pour contrôler la qualité des 
cellules injectées chez le patient. 
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1.4.4.1.4 Le saut d’exons 
 
Le saut d’exon est une stratégie employée pour rétablir l’expression de la dystrophine en 
court-circuitant le mécanisme d’épissage de l’ARN. Des ribonucléoprotéines, soit des 
protéines associées à un petit ARN nucléaire antisens, comme l’U7, régulent l’épissage dans la 
cellule. Le petit ARN antisens confère la spécificité de liaison de la ribonucléoprotéine à 
l’ARN. Sa séquence peut être remplacée par virtuellement n’importe quelle autre séquence, 
permettant de cibler des sites choisis, donneurs et accepteurs des exons, et d’autres séquences 
activant l’épissage (boîte de branchement). Un exon peut être sauté (excisé avec les introns 
adjacents) en masquant spécifiquement l’un de ces sites à l’aide de l’U7. Par exemple, en 
masquant le site accepteur d’un exon muté, la connexion à l’exon précédent est empêchée lors 
de l’épissage. Le site accepteur de l’exon suivant, n’étant pas masqué, fera office de 
connexion. La combinaison du LV et du U7 est particulièrement intéressante puisqu’elle 
permet l’expression soutenue de l’U7. Des myoblastes humains traités, avec un LV encodant 
U7, induisent le saut de l’exon 51 dans 30 % du « pool » d’ARNm de la dystrophine, 
redevenue dans le bon cadre de lecture. Toutefois, les résultats ont été un peu décevants chez 
les souris, où peu de fibres étaient positives à la dystrophine 10 semaines après la 
transplantation de myoblastes (358). 
 
Des cellules CD133+, au potentiel myogénique, ont été isolées du sang (voir la section 
1.3.2.2) et des muscles de patients atteints de la DMD, puis traitées avec un LV encodant U7. 
La transplantation des cellules CD133+, directement dans les muscles ou par voie artérielle 
chez des souris mdx-immunodéficientes, aide à la régénération musculaire, améliore 
l’histologie et la force musculaire. Entre 1,6 à 4,4 % de l’aire des muscles étudiés étaient 
positifs à la dystrophine via l’injection intra-artérielle (144). Ces résultats démontrent la 
faisabilité d’une telle approche pour traiter la DMD. 
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1.4.4.1.5 L’expression d’une microdystrophine 
 
Le LV peut livrer une version tronquée de la dystrophine dans des cellules myogéniques. 
Celles-ci peuvent être amplifiées et être transplantées par la suite (Figure 1-3). Dans ces 
cellules, l’expression d’une microdystrophine, régulée par le fort promoteur CMV, montre des 
signes de toxicités suggérant que son expression doit être contrôlée avant la différentiation en 
tissu musculaire (358). Ces données concordent avec les observations faites, suite au transfert 
de la dystrophine complète dans les myoblastes, avec des plasmides (361). Pour contourner ce 
problème, un promoteur muscle spécifique de la créatine kinase musculaire a été utilisé 
réduisant ainsi la toxicité. Les myoblastes, traités par le LV, ont ensuite été transplantés dans 
le tibialis anterior (TA) de souris immunodéficientes. Jusqu’à 45 % des fibres musculaires 
exprimaient le transgène trois semaines plus tard, ce qui démontre que le traitement ex vivo est 
une option intéressante pour la thérapie cellulaire. Chez les singes, cette méthode est 
également fonctionnelle, mais elle n’a pas été quantifiée. Comparée à l’injection 
intramusculaire, l’injection intraveineuse de cellules myogéniques, isolées du muscle et 
corrigées par un LV, permet seulement à environ 1 % des fibres d’exprimer la 
microdystrophine provenant des cellules donneuses (362), tandis qu’une technique intra-
artérielle augmente ce taux de succès à 5-8 % (363). Un faible nombre, 2 x 10
4
 cellules 
satellites musculaires isolées, traitées par un LV, puis réinjectées directement dans le TA (sans 
amplification) conduit à l’expression de la microdystrophine (ΔR4-R23, comprenant le 
domaine C-Terminal) dans 115 à 126 fibres en moyenne (364). 
 
Pour pallier les problèmes occasionnés par la culture prolongée de myoblastes (baisse 
d’efficacité de la greffe et nombre limité de divisions), des fibroblastes isolés de souris mdx 
peuvent être cultivés à la place. Deux LV ont été employés : l’un encodant MyoD et l’autre, 
une microdystrophine fusionnée à la GFP, dont l’expression est régulée par un promoteur 
musculospécifique. L’expression de MyoD est induite par le tamoxifène au moment voulu et 
entraîne un changement dans le patron d’expression des gènes. Les fibroblastes se 
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transforment en tissu musculaire permettant l’activation du promoteur musculospécifique et 
l’expression de la microdystrophine. Cette approche améliore de plusieurs fois l’efficacité du 
traitement par rapport aux fibroblastes infectés avec le LV-microdystrophine seul. Plus de 150 
fibres du TA sont positives à la microdystrophine-GFP. Par contre, l’efficacité du traitement 
diminue à 4 semaines (365). 
 
Chez trois chiens, l’injection répétée de cellules souches mésoangioblastiques traitées par un 
LV, sous le contrôle du promoteur musculospécifique de la chaîne 1 légère de la myosine, a 
permis d’exprimer une microdystrophine dans 5 à 50 % des fibres, en plus de stabiliser 
l’expression du sarcoglycane β (ΔR4-R23, (217)). Par contre, les niveaux d’expression ont 
chuté peu après, soit en même temps que la condition des chiens se détériorait et ce, pour des 
raisons inconnues. Plusieurs évidences suggèrent que la réponse immunitaire n’est pas en 
cause. Il est donc possible que le promoteur ait subit les effets du silencing (148), un 
phénomène, aux causes multiples, qui conduit à l’inactivation du promoteur.  
 
1.4.5 L’adénovirus 
 
L'adénovirus (Ad) a été isolé pour la première fois en 1953, à partir des glandes adénoïdes 
d’un patient (366). Près de 53 sérotypes humains ont été recensés et classés en 7 sous-groupes 
(A-G) (367, 368). La classification en sous-groupes dépend de plusieurs critères tels que la 
morphologie (longueur de la fibre), le contenu en guanosines et cytosines, l’homologie des 
séquences, la mobilité électrophorétique des protéines du virons, la capacité à faire agglutiner 
les érythrocytes et l’oncogénicité associée. Des recherches intensives sont faites dans le but de 
trouver de nouveaux sérotypes avec un tropisme intéressant pour la thérapie génique chez 
l’homme (369). Les premières études sur l’attachement cellulaire du virus ont été faites 
majoritairement avec les sérotypes 2 et 5. Ceci explique pourquoi ces sérotypes sont 
populaires en recherche (367). L’Ad2 et Ad5 sont du sous-groupe C. Les adénovirus ont un 
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génome constitué d’ADN bicaténaire, linéaire, très compacte et d’une longueur de ~36 kb au 
centre d’une capside. Dans les cellules transduites, l'ADN viral demeure majoritairement sous 
forme épisomale. Il n’encode pas moins de 40 protéines, dont au moins 12, sont des 
composantes de la capside (370, 371). Un schéma de l’adénovirus est présenté à la Figure 1-7. 
La complexité de la capside est impressionnante, car plus de 2700 polypeptides forment une 
structure icosaédrique (240 trimères d’hexon et 12 pentons pentamériques) correspondant à 
une masse moléculaire d’environ 150 megadaltons (MDa). Le virus fait une taille de ~90 nm 
de diamètre pouvant varier selon le type de fibre (pour revues, (372, 373, 374). 
 
1.4.5.1  De l’entrée du virion dans la cellule jusqu’au noyau 
 
Brièvement, le cycle viral de l'adénovirus commence lors de la transduction d'une cellule 
(pour revue, (375)). Ce processus se fait d’abord par la reconnaissance d’un récepteur, soit le 
récepteur du virus Coxsackie et de l’adénovirus (Coxsackie and Adenovirus Receptor, CAR) 
dans le cas du sérotype 5 (pour une revue des récepteurs, (376)). La fibre trimérique est 
responsable de la reconnaissance du CAR dans la plupart des cellules (377, 378). Un 
changement de conformation s’en suit et découvre le motif RGD de la base penton, où est 
ancrée la fibre. Lorsque rapproché de la membrane cellulaire, le motif interagit avec les 
intégrines (αvβi,iii,v) (379, 380, 381). Après l’action du RGB, le détachement de la fibre de 
l’adénovirus à la surface cellulaire est une étape précoce du désassemblage de la capside 
(382).  
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Figure 1-7. Schéma de l’adénovirus ou du HD 
La fibre de l’adénovirus est le premier point de contact entre le virion et la cellule lors de l’infection. Suite à la 
liaison de la fibre avec son récepteur, un changement de conformation permet le contact du motif RGB (sur la 
base penton) avec les intégrines, ce qui déclenche l’endocytose. L’hexon est la constituante majeure de la 
capside. La protéine IIIa, VI et IX consolide les interactions et renforce la capside. La protéine V attache 
indirectement l’ADN génomique viral avec la capside via la protéine VIII. Quant aux protéines VII et µ, elles 
compactent l’ADN. À chaque extrémité 5’ de l’ADN double-brin, une protéine terminale est liée de façon 
covalente. 
 
L'endocytose s’enclenche avec le recrutement des adaptateurs de clathrine, formant d’abord un 
puits à la membrane de la cellule. Une vésicule, contenant le récepteur et le virus, se forme et 
commence son entrée dans la cellule. La vésicule se dirige vers les endosomes, où le milieu 
devient plus acide (pour revue, (383)). La chute du pH (6.0 pour l’Ad5) est la clef permettant à 
la capside de s’échapper des endosomes. Le mécanisme précis demeure à élucider, mais 
plusieurs protéines virales pourraient y participer comme la fibre, la protéase L3/p23, la base 
penton et la protéine VI. La déstabilisation de l’endosome par des protéines de la capside, la 
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présence d’un motif de localisation au noyau (NLS), l’activité catalytique de la L3/p23, la 
signalisation des intégrines, des changements pH-dépendants de la conformation de la capside 
sont tous des mécanismes proposés (384, 385, 386, 387, 388). 
 
Après la lyse de l’endosome, le virus doit se rendre au noyau. À cause de la taille de 
l’adénovirus (> 20 nm et > 500 MDa) et de la viscosité du cytosol (389) (pour revues, (390, 
391)), sa vitesse de diffusion est quasiment nulle. Comme moyen de locomotion, l’Ad utilise 
les dynéines, via une interaction directe avec l’hexon (392, 393)), pour se mouvoir sur les 
microtubules vers le noyau. Avec l’hexon, marqué d’un fluorophore, il est possible de 
visualiser le déplacement de la capside virale. Sa vitesse le long des microtubules atteint ~2,6 
μm / s (394) lui permettant de l’atteindre 60 min après l’entrée du virion (393, 395).  
 
Pendant la migration, le désassemblage de la capside s’opère, jusqu’à ce qu’on retrouve 
seulement quelques protéines du cœur de la capside: la protéine VII, l’hexon et la protéine 
terminale. Pour se désassembler complètement, la capside de l’Ad2 doit se fixer au pore 
nucléaire. Pour se répliquer, l’ADN viral doit être transloqué au noyau. Certaines évidences 
suggèrent qu’un motif sur l’hexon pourrait interagir directement avec des histones H1 
nucléaires. Des importines reconnaissent le NLS de l’histone H1 et importent le complexe 
ADN viral-protéines dans le noyau (396). Le mécanisme de translocation n’est pas 
entièrement compris et des variations entre les sérotypes doivent exister, car il y a peu de 
conservation des motifs acides identifiés sur l’hexon susceptible d’interagir avec les histones 
(396). Des facteurs cellulaires comme NTF2, Ran (GTPase) et HSC70 jouent aussi un rôle sur 
le désassemblage de la capside et/ou sur l’importation de l’ADN au noyau (397). 
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1.4.5.2  Les divisions du génome 
 
Le génome de l’adénovirus est divisé en régions (Figure 1-8, pour revue, (398)). L'activation 
des gènes précoces (early) démarre le programme de réplication. Ces gènes sont exprimés à 
partir de cinq unités de transcription : E1A, E1B, E2, E3 et E4. Trois autres unités de 
transcription précoces sont activées avec un retard, soit les IX, IVa2 et E2 tardif. S’en suit avec 
l’unité majeure de transcription tardive (major late promoter, MLP) qui produit 5 familles 
d’ARNm (L1 à L5), toutes transcrites par l’ARN polymérase II cellulaire. Le programme de 
réplication n’est pas étanche, car certains ARNm viraux sont tout de même exprimés à un bas 
niveau dès le début de la réplication (220). 
 
Figure 1-8. Schéma des génomes de l’adénovirus et de ses vecteurs dérivés. 
Le génome de l’adénovirus est caractérisé par quatre régions précoces (early) E1, E2, E3 et E4. La région E1 est 
particulièrement importante puisqu’elle encode la protéine E1A, le grand maître d’orchestre du cycle de 
réplication virale. Son ablation rend le virus défectif pour la réplication, mais elle peut être complémentée en 
trans pour la production de vecteurs. Cinq autres régions sont transcrites tardivement (L1 à L5). Trois différentes 
générations de vecteur ont été développées successivement possédant un cargo de plus en plus grand. MLP : 
promoteur majeur tardif, Major Late Promoter. Ψ : signal d’encapsidation. Δ : région supprimée. La figure n’est 
pas à l’échelle et certains détails manquent pour des fins de clarté. 
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1.4.5.3  Les étapes de la réplication 
 
Le programme de réplication de l’adénovirus est séquentiel. La première phase est d’inciter les 
cellules à entrer en phase S pour faciliter la réplication de l'ADN viral. Les protéines E1A et 
les produits des gènes E4 permettent de créer un environnement optimal à la réplication virale. 
En réponse au virus, la cellule réplique par le déclenchement de l'apoptose cellulaire. Pour 
contrer l’apoptose, un environnement non propice à sa réplication, le virus use de plusieurs 
stratégies comme en régulant le niveau de p53, en inhibant les protéines proapoptotiques, en se 
dérobant des lymphocytes T cytotoxiques  et en supprimant l'expression des cytokines. La 
dernière étape est de répliquer le génome viral et de produire les protéines structurales 
nécessaires à la formation des capsides (220). 
1.4.5.4  Une brève description des fonctions de E1A 
 
Une protéine mérite un peu plus d’attention que les autres dans le cycle de réplication viral. 
C’est la protéine E1A qui est l’une des premières produites et elle est essentielle à la 
réplication. Elle possède au moins 5 isoformes, dont les plus gros (289R et 243R) sont 
majoritaires et possèdent des fonctions diverses (pour revue, (399)), incluant la liaison à 
plusieurs facteurs de transcription via ses domaines conservés (N-Terminal, CR1-CR4). E1A 
ne lie pas l’ADN, mais elle est le coeur d’un réseau de connexions entre les protéines 
cellulaires, dont plusieurs facteurs de transcription (400, 401). La régulation transcriptionnelle, 
via son CR3, permet de transactiver les gènes précoces E1B, E2A, E2B, E3, E4 et d’autres 
protéines du virion. L’interaction de E1A avec pRb libère le facteur de transcription E2F, 
facilitant la transition G1/S du cycle cellulaire (402) (pour revue, (403)). 
1.4.5.5  Des fonctions importantes de E1, E3, E4 
 
La région E1B encode deux protéines antiapoptotiques. E1B-19k inhibe l’action de protéines 
proapoptotiques de type Bcl2 comme Bax et Bak. E1B-55k et l’E4orf6-25k conduisent à 
l’ubiquitination du facteur de transcription p53 et à sa dégradation (404 , 405). Les cadres de 
lectures ouverts de la région E4 encodent des protéines ayant des actions variées, dont la 
56 
 
plupart module la transcription (dimère E4orf6/7) et la traduction (E4orf1/4), influence 
l’export nucléaire des ARNm (E1B-55k et E4orf6), la réplication de l’ADN (E4orf3 et E4orf6) 
et l’apoptose (E4orf4) (220). Une autre fonction est attribuable aux régions E4orf3 et E4orf6. 
Les deux protéines encodées forment un complexe et inactivent des composants clefs de la 
machinerie réparatrice des brisures double brins (406). 
 
1.4.5.6  La réplication et la région E2 précoce 
 
La réplication du génome viral se fait via la polymérase virale (région E2) de 5’ à 3’ (407), 
dont l’expression est régulée par le facteur de transcription E2F. En 5’, la protéine terminale 
est associée de façon covalente à l’ADN et fournit l’amorce nécessaire à la réaction de 
polymérisation. Un modèle en deux étapes de polymérisation de l’ADN a été proposé (408). 
La polymérisation du nouveau brin à partir du brin matrice déplace le brin inutilisé jusqu’à ce 
qu’il décolle. Le brin décollé se circularise via les ITR et se repolymérise, avec l’aide de la 
protéine terminale, comme amorce. Ces deux étapes peuvent donc être répétées des milliers de 
fois. 
 
1.4.5.7  Les protéines structurales 
 
Au moment de l’activation des gènes tardifs, le promoteur majeur de la transcription tardive 
est plusieurs centaines de fois supérieures en force (par génome viral) par rapport au niveau 
initial (220). Des facteurs de transcription cellulaire (MAZ et Sp1), des partenaires de E1A, 
peuvent activer le promoteur (409). Les protéines encodées par les régions L1 à L5 sont 
principalement structurales, incluant les polypeptides II (hexon), III (base penton), IIIa, IV 
(fibre), V (coeur), VI, VII (coeur), VIII, excluant la protéine IX, la μ (coeur) (220). 
L'assemblage de la capside a lieu dans le noyau, où les protéines virales doivent être importées 
(410). Pour aider le repliement de l’hexon et l’assemblage des trimères, 100K agit comme 
chaperon moléculaire (411). L’empaquetage de l’ADN dans la procapside peut se faire grâce à 
57 
 
la séquence Ψ en 5’ITR du génome viral et les protéines IVa2 (412), 52/55K (L1) (413) et 
22K (L4) (414) (pour revue, (415)). La maturation des capsides est prise en charge par la 
protéase L3/p23 (L3) (416) (pour revue, (417)). 
 
 
1.4.5.8  Le détournement de la machinerie cellulaire 
 
La production de particules virales se fait au détriment de la cellule. L'exportation des ARNm 
cellulaires est bloquée par E1B-55k et E4orf6 en inhibant l'exportine CRM1 (418, 419). E1B-
55k peut également lier l'ARNm de façon non spécifique et interagit avec des facteurs de 
l'épissage (420). D’autres protéines stimulent le transport des ARNm viraux au cytoplasme au 
détriment des ARNm cellulaires séquestrés dans le noyau. Dans la phase tardive de réplication 
virale, environ 20 % des ARNm cytoplasmiques sont viraux (421). La traduction est aussi 
contrôlée par l'adénovirus. 100K inhibe la phosphorylation de eIF4E, une protéine liant la 
coiffe des ARNm cellulaires. Son hypophosphorylation empêche l'initiation de la traduction 
(422, 423). L'unité de transcription tripartite (tripartite leader, TL) surmonte cette contrainte 
en permettant à la sous-unité ribosomique 40S, de sauter de la coiffe au codon d'initiation, 
sans passer par le processus de balayage de l’ARNm (424). La protéine 100k peut lier 
directement le produit de transcription du TL et faciliter la traduction des ARNm viraux tardifs 
(425). 
 
1.4.5.9  La relâche des virions 
 
Deux mécanismes principaux semblent impliqués dans la relâche du virus. La protéase L3-p23 
peut jouer un rôle dans l’affaiblissement du cytosquelette au moment de la relâche du virus en 
digérant des kératines (426). Un autre mécanisme dépend de l’ADP (adenovirus death 
protein). L’ADP aide à la lyse cellulaire (427) tardivement lors de la réplication virale (428).  
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1.4.6 Les vecteurs adénoviraux 
 
Les recherches sur l'adénovirus ont conduit vers l'élaboration de vecteurs adénoviraux 
contenant moins de séquences virales en échange de plus de capacité de transport (Figure 1-
8). Il existe trois générations de vecteurs (pour revue, (398)). Pour la première génération 
(PGAd), les régions E1 ± E3 ont été enlevées. Ce type de virus est non réplicatif en absence de 
E1A. Ceci peut avoir des avantages pour cultiver les virus in vitro en diminuant le risque 
pathogène lié à sa production. La lignée cellulaire HEK 293 est couramment utilisée pour 
complémenter la région E1A. Elle a été générée à partir de la transfection des régions E1A et 
E1B de l'adénovirus de type 5 (429). Ces séquences ont transformé les HEK 293 en cellules 
immortelles. Puisque cette région rend le virus potentiellement oncogénique, son ablation dans 
le vecteur rend le virus plus sécuritaire pour la thérapie génique.  
 
Dans les lignées productrices de vecteurs adénoviraux, certains gènes utiles à la production du 
vecteur sont fournis en trans. Cette façon de faire est en quelque sorte, un mécanisme de 
protection pour empêcher la réplication du vecteur une fois chez le patient. Les cellules HEK 
293 contiennent les nucléotides 1-4344 (430) de l’adénovirus, ce qui comprend les gènes E1A 
(essentiel à la réplication), E1B et d’autres séquences (incluant ITR 5’ et Ψ). Hors, le vecteur 
produit contient forcément l’ITR 5’ et la séquence Ψ (encapsidation) plus d’autres fragments 
homologues à la séquence incorporée dans les HEK 293. L’homologie entre le vecteur et la 
région E1 dans les HEK293 peut générer des adénovirus compétents pour la réplication (RCA) 
par recombinaison homologue. La présence de RCA doit être sous le seuil établi par la FDA 
lors d'études cliniques soit < 1 RCA / 3 x 10
10
 particules infectieuses (431). Pour réduire le 
niveau de RCA, des nouvelles lignées cellulaires ont été générées en intégrant uniquement la 
séquence de la région E1 sans l’ITR 5’ et Ψ (432, 433). Le laboratoire du Dr. Bernard Massie 
a d'ailleurs généré une lignée cellulaire similaire, les BMAdE issues des A549 qui produit des 
titres viraux comparables aux HEK 293 et ce, en produisant un niveau indétectable de RCA 
(résultats non publiés). Pour réduire le nombre de RCA produit, une autre technique consiste à 
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rendre le génome du vecteur trop grand (>105 %) que s’il recombine avec l’ADN intégré dans 
le génome cellulaire (434). 
 
Pour le vecteur de deuxième génération, en plus des délétions E1 ± E3, les régions E2 ou E4 
ont aussi été abolies. L'ensemble de ces délétions pousse la capacité de transport jusqu'à ~14-
kb (435) (pour revue (398)). Des essais cliniques ont eu lieu avec le vecteur de deuxième 
génération (ΔE1-E4) pour rétablir l'expression de l'ornithine transcarbamylase chez 18 patients 
déficients pour l'enzyme. Malheureusement pour un des patients, une dose de 6 x 10
11
 
particules virales  / kg d'un Ad5 s'est avérée létale, 98h postinjection (436, 437). La cause du 
décès fut associée à une réponse inflammatoire systémique aiguë correspondant à un haut 
niveau d’interleukines, mais normal pour la cytokine TNF-α. L’autopsie révéla la présence du 
vecteur dans la plupart des tissus. Selon les auteurs, la cause du décès n’est pas reliée aux 
gènes viraux encodés par le vecteur de deuxième génération, mais plutôt aux protéines de la 
capside. Pourtant, des essais précliniques avec le même vecteur avaient montré son innocuité 
chez des primates (438, 439), démontrant la complexité du système immunitaire et la limite 
des essais précliniques. Les vecteurs dérivés de l'adénovirus ont été les plus utilisés en thérapie 
génique avec 23,3 % des essais cliniques depuis les premiers essais cliniques jusqu’en 2012 
(431).  
 
1.4.7 Les vecteurs adénoviraux de troisième génération (HD) 
 
La dernière génération de vecteur adénoviral (appelé aussi gutless ou gutted adenoviral vector, 
helper-dependent adenoviral vector [HD] ou encore high capacity adenovirus), la troisième, 
est évidée de tous ses gènes viraux. Seulement deux séquences essentielles, pour la réplication 
et l'encapsidation du génome viral, sont conservées, soit les séquences terminales inverses de 
chaque côté (ITR) du génome et le signal Ψ permettant l'encapsidation du virus. La capacité de 
transport du HD se situe entre 75-105 % de la taille de l'adénovirus, soit entre 28-kb et 36-kb. 
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Cette limite de taille doit être respectée, car sinon, le vecteur s’encapsidera moins 
efficacement et le génome sera instable, et propice aux réarrangements (440, 441, 442). Étant 
donné sa très grande capacité de transport, de l'ADN de remplissage est nécessaire pour 
atteindre la limite inférieure en taille. Le choix de cet ADN peut affecter la production du 
vecteur. L'absence de produits géniques exprimés et la stabilité de l’ADN sont deux critères 
importants pour choisir cet ADN. L'un des premiers HD construits contenait l'ADN du phage 
Lambda et suite à son injection, il entraîna une réponse immunitaire à cause de peptides 
phagiques présentés à la membrane cytoplasmique (443). L’utilisation d’ADN procaryotique 
riche en CpG est particulièrement sensible à la méthylation et peut diminuer jusqu’à 60 fois 
l’expression du transgène versus de l’ADN eucaryotique, utilisé comme ADN de remplissage 
(444). Inversement, la présence d'ilots CpG dans la séquence codante d'un transgène peut 
augmenter son expression (445). La présence d'introns de mammifères ou humain semble 
stabiliser la présence du HD dans les cellules transduites. L'utilisation de séquences 
d'attachements à la matrice nucléaire, incluse dans l’ADN de remplissage issu du gène HPRT  
(Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase), a amélioré la stabilité dans les cellules 
transduites et n’a pas stimulé la réponse immunitaire (443, 446). De plus, les 400 pb non-
codant en 3’ITR de l’adénovirus augmente les titres du HD (447). 
 
1.4.7.1  La production du HD 
 
Puisque le HD ne contient pas de gène viral, un adénovirus auxiliaire fournit les protéines 
nécessaires à sa réplication. Un virus de première génération est couramment utilisé. Il est 
complémenté par une lignée cellulaire possédant la région E1 comme les HEK 293. Pour 
exclure le virus auxiliaire des préparations de HD, des systèmes de production ont été 
développés avec différentes recombinases: Cre, FLPe et ΦC31 (448, 449, 450, 451). Ces 
systèmes de production s'équivalent en efficacité pour éliminer le virus auxiliaire. Les niveaux 
résiduelles de contaminant dans les préparations de HD sont d’environ de ~0,1 %. Tous ces 
systèmes ciblent une étape cruciale de la production, soit l'empaquetage de l'ADN. En plaçant 
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des sites de recombinaisons de part et d'autre du signal d'encapsidation Ψ sur le virus 
auxiliaire, l'excision du signal se fait conditionnellement à l'expression de ces recombinases. 
Le cycle de réplication du virus auxiliaire peut être retardé jusqu’à 60h sans affecter la 
production et l’infectivité du vecteur (451).  
 
Dans des systèmes employant la Cre, il a été démontré que la réduction de la contamination 
est limitée par la recombinase (452). Le génome du virus auxiliaire finit par échapper à 
l’enzyme en mutant ou en s’encapsidant d’une autre façon que par le signal d’encapsidation 
(453).  
 
En aval des systèmes de production, le HD peut être séparé du virus auxiliaire par densité sur 
gradient de chlorure de césium (CsCl) à l’aide d’une centrifugation. Par cette méthode, il est 
possible de diminuer le niveau de contamination d’environ 10 fois (449). En combinant le 
système Cre / loxP optimisé avec la séparation par CsCl, des titres de 0,02 % - 0,01 % de 
contaminants résiduels sont obtenus (454). Pour les essais cliniques, malgré les niveaux de 
contamination très bas, seulement un système de production publié (PER.C6.CRE, (453)), suit 
les normes de la FDA en produisant moins de 1 RCA par 3 x 10
10
 particules infectieuses de 
HD (431).  
 
Dans le laboratoire, nous avons développé un virus auxiliaire ∆E1-E4+ORF6 doté de 
séquences FRT qui peut être utilisé pour amplifier un vecteur de troisième génération. La 
région E3 a été incluse dans le virus auxiliaire, ce qui augmente la production virale jusqu’à 1 
log sans pour autant augmenter la contamination (455). 
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1.4.7.2  Des avantages du HD  
 
Pour la thérapie génique contre la DMD, le HD est un vecteur très intéressant. Dépossédé de 
ses gènes viraux, le HD est peu immunogénique favorisant l'expression à long terme de 
transgènes in vivo. Sa grande capacité de transport peut accommoder l'ADN codant pour la 
plupart des gènes, incluant un promoteur minimal, mais aussi leur promoteur endogène et des 
enhancers, des insulateurs ou autres séquences régulatrices. L'ADN codant de la dystrophine 
fait environ 12 kb, permettant l'insertion de deux cassettes d'expression. D'autres vecteurs, 
comme le rAAV et le lentivirus, ne peuvent contenir que des versions tronquées de la 
dystrophine et ce, avec des promoteurs minimes en taille. Le HD a d'autres avantages. Il peut 
être cultivé relativement facilement et à faible coût, spécialement pour une production à 
grande échelle (pour revue, (398)). Le HD a prouvé son efficacité dans plusieurs tissus (456) 
et ce, dans différents modèles de maladies (pour revue, (457)). Puisque le HD est amplifié à 
l’aide d’un virus auxiliaire, toutes les modifications des protéines de la capside du HD peuvent 
se faire relativement aisément par complémentation.  
 
Pour les applications en thérapie cellulaire, les méthodes non virales sont généralement peu 
efficaces (458). Certains polymères s’annoncent prometteurs pour la livraison dans les 
myoblastes primaires de rat, mais leur innocuité reste encore à démontrer (459). Le HD permet 
de livrer efficacement dans 80 % des cellules (MOI 100) un transgène (jusqu’à ~35 kb) dans 
des myoblastes DMD avec une fibre de l’Ad5 (le sérotype, le plus souvent utilisé) et plus 
efficacement encore, avec une fibre chimère Ad5 / 50 (460). Le HD peut également livrer 
efficacement (efficacité de ~100 %) un transgène dans des myoblastes primaires de souris mdx 
(461). 
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1.4.7.3  Le HD et la DMD 
 
Ces dernières années, les avancements dans le développement de vecteurs ont non seulement 
aidé à améliorer l'efficacité de transfert génique et l'efficacité thérapeutique des HD, mais ils 
ont aussi permis d'améliorer les systèmes d'expression génique et ce, dans des modèles 
d’animaux. 
1.4.7.4 L'administration du vecteur 
 
Puisque les muscles sont sévèrement atteints par la DMD, le HD devrait emprunter une route 
permettant de les rejoindre, le plus directement possible, afin d'éviter la dissémination du 
vecteur dans d’autres tissus et permettre une bonne transduction. La méthode idéale devrait 
être peu invasive pour éviter les complications chirurgicales.  
 
1.4.7.4.1 dans la circulation systémique 
 
L'injection systémique ne sera pas traitée dans cette section, car plusieurs études démontrent 
une faible transduction des muscles avec cette méthode (462). Cependant, le raffinement de la 
méthode intra-artérielle, sous occlusion partielle, est prometteur (463).  
 
1.4.7.4.2 in utero 
 
L'administration du HD in utero est une avenue intéressante en considérant la capacité de 
disséminer le vecteur dans tout l'organisme, en plus de profiter du système immunitaire 
immature du fœtus. De plus, un avantage sélectif des fibres, exprimant la dystrophine, 
favoriserait la stabilité d'expression. Cette technique a été tentée par le groupe de Paula 
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Clemens (464) chez des embryons de souris mdx. L’injection du HD, par voie intrapéritonale, 
a permis la transduction d’un nombre restreint de fibres musculaires. Dans ces fibres, le 
complexe des protéines associées à la dystrophine a retrouvé sa localisation au sarcolème. 
L'expression stable de la dystrophine a également été observée.  
 
 
1.4.7.4.3 dans le diaphragme 
 
Le diaphragme est sévèrement affecté chez les souris mdx. La morphologie est très différente 
de la souris normale (465). Une seule injection du diaphragme, à l'aide d'un HD, a rétabli 
l'expression de la dystrophine dans 24 % des fibres de façon stable pendant au moins 30 jours 
(466). Les diaphragmes traités ont également une plus grande résistance au stress induit par 
des contractions.  
 
1.4.7.4.4 intramusculaire 
 
Cette voie s'avère pratique et peu invasive pour acheminer le vecteur dans les muscles. Par 
contre, des injections multiples seraient nécessaires pour traiter tous les muscles du patient. 
Chez des chiots, un Ad de la première génération peut diffuser jusqu’à une douzaine de 
millimètres du site d’injection, la transduction étant la plus efficace entre 2 et 2,5 mm du site 
d’injection. En procédant à des injections multiples, il serait possible de traiter tout le muscle. 
Des doses de l'ordre de ≥ 1 x 1010 particules infectieuses et ≥ 3 x 1010 particules infectieuses 
du HD permettent une bonne transduction du tissu chez la souris naissante et adulte 
respectivement. Chez les souris naissantes, une seule injection du HD (sérotype 5) dans le TA 
rétablit l'expression de la dystrophine dans plus de 50 % des fibres (467). Dans le muscle 
juvénile, le traitement est moins efficace avec environ 24 % des fibres exprimant la 
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dystrophine (468). Un vecteur semblable encodant l'utrophine de souris (469) rétablit 
l'expression de l'utrophine dans 58 % des fibres chez les souriceaux et jusqu'à 35 % des fibres 
de souris mdx adultes. Ces données et d'autres (voir la section 1.4.7.4.6) suggèrent que les 
muscles de souris sont plus faciles à transduire à la naissance qu’à l’âge adulte. L’explication 
pourrait résider dans le fait que les muscles immatures sont plus permissifs au HD en raison du 
tissu conjonctif moins dense et plus poreux (470). D'autres facteurs pourraient aussi jouer, 
comme le tropisme du vecteur (471), la route d'administration (472), l'expression du CAR 
dans les fibres musculaires (473, 474) et la petite taille du muscle. Pour augmenter la 
transduction des fibres musculaires, plusieurs techniques ont été employées incluant le 
changement de tropisme avec une fibre chimérique Ad5/F50, l'ajout d'un motif polylysine 
dans la fibre (475), le développement d'un HD qui exprime le CAR (476) et la suppression 
transitoire du système immunitaire (477). 
 
1.4.7.4.5 L'expression de la dystrophine dans les souris mdx 
 
Le HD est particulièrement efficace chez les souris mdx pour mitiger la pathologie. Dans ces 
études (467, 468), le vecteur employé possède deux cassettes d'expression de la dystrophine 
murine sous le contrôle du promoteur CB. Une seule injection dans les souris néonatales 
permet l'expression de la protéine : jusqu'à 230 % du niveau normal dans tout le muscle de la 
souris pendant au moins 6 mois (buvardage Western). De 6 mois à 1 an après le transfert 
génique, le niveau de dystrophine chute de 230 % à 64 %, ce qui demeure très élevé. Le 
nombre de fibres positives (52 % du muscle) reste stable jusqu'à 1 an (467). La surexpression 
de la dystrophine à des niveaux supraphysiologiques semble sécuritaire, car aucun effet 
adverse n’a été constaté (353). À l’inverse, des niveaux aussi bas que 30 % du niveau normal 
peuvent mitiger la pathologie (478).  
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Il est intéressant de noter que la quantité de dystrophine produite diminue entre 6 mois et 1 an 
(de 230 % à 64 %), mais que le nombre de fibres positives ne varie pas (467). Des études 
montrent que la dystrophine a une longue demi-vie au sarcolème. L’effet de la suppression de 
l'ARNm (avec ARN interférences ou arrêt de l'induction) sur l'expression de la dystrophine 
apparaît seulement après plusieurs mois in vivo (479, 480). 
 
L'injection d'un HD encodant l'utrophine murine dans les souriceaux mdx conduit à 
l’expression de la protéine dans 58 % des fibres. Chez les souris adultes, le transfert génique 
est positif dans 35 % des fibres. Malgré le nombre de fibres élevé à 10 jours postinjection, 
toutes les souris accusent une perte considérable du nombre de fibres positives 1 an plus tard 
(469). Chez les souris néonatales ou adultes, la réponse immunitaire ne semble pas être en 
cause, car la présence d’anticorps dans le sérum des souris n'a pas été détectée. L’infiltration 
du muscle, par des cellules inflammatoires, après le traitement, n’était pas plus abondante que 
sans le traitement. Par conséquent, il n’est pas clair quels sont les facteurs responsables de 
cette diminution. Pour mitiger les symptômes de la pathologie chez les souris mdx, il faudrait 
parvenir à exprimer 7 fois le niveau basal d’utrophine ou aussi peu que 50 % du niveau normal 
de dystrophine (pour revue, (60)). 
 
1.4.7.4.6 La persistance du HD dans les muscles 
 
Une fois les cellules et les fibres musculaires transduites, la grande majorité de l’ADN des 
copies de HD reste sous forme épisomale dans les noyaux de celles-ci (pour revue, (481)). 
Chez des souris néonatales, la quantification de l’ADN du HD montre que le nombre de copies 
diminue au fil du temps dans les extraits de muscles totaux. En réalité, cette perte se chiffre à 
environ au trois quarts sur 1 an par rapport à la quantité retrouvée à 10 jours (467). La 
diminution du nombre de copies du vecteur corrèle avec la perte d’expression de la 
dystrophine observée par buvardage Western entre 6 mois et 1 an postinjection, mais pas avec 
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le nombre de fibres durant la même période (voir la section précédente). Dans le cas d’un HD, 
encodant le gène paralogue utrophine (469), le nombre de copies du vecteur reste stable dans 
les souris néonatales et immunodéficientes, mais il chute dans les souris adultes. Malgré la 
persistance du HD dans les souris néonatales et immunodéficientes, le nombre de fibres 
diminue. Il n’est pas clair ce qui pourrait causer cette diminution, mais il est possible que 
l’activité du promoteur ait diminué. 
 
 
1.4.7.5  Les effets thérapeutiques et restauration du DAPC au sarcolème 
 
La fragilité des muscles déficients en dystrophine conduit à la régénération continuelle de ce 
tissu. Les cellules satellites sont les principaux acteurs dans ce processus. Dans un muscle 
dystrophique, on constate la présence nombreuse de noyaux centraux. Il n’est pas clair, d’où 
provient exactement ces noyaux, ni le processus qui les amène au centre de la fibre. Cette 
caractéristique est typique de biopsie musculaire de patients DMD (95). Le traitement des 
muscles chez la souris mdx, avec un HD encodant la dystrophine, réduit de façon importante 
1) le nombre de noyaux centraux (de 50 % à 10 % des fibres) et 2) la prise du colorant bleu 
Evans par les fibres endommagées et ce, 1 an post-traitement. Le traitement chez les 
souriceaux et les souris adultes restaure aussi la localisation normale du DAPC au sarcolème 
(467, 482). 
 
Pour les souris injectées au stade néonatal ou adulte, le traitement a amélioré aussi la 
physiologie musculaire. La force isométrique maximale du muscle TA et sa résistance aux 
contractions excentriques sont augmentées significativement jusqu'à 1 an postinjection chez 
les souriceaux. Malgré l'effet important du traitement, la force et la résistance récupérée 
n'atteignent cependant pas les niveaux des souris de type sauvage. Chez les souris adultes, le 
traitement n'a pas augmenté le maximum de force isométrique, mais il a amélioré la résistance 
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aux contractions excentriques. Dans ce modèle, il est très difficile de chiffrer de combien ces 
paramètres doivent être augmentés pour avoir un impact thérapeutique significatif chez la 
souris. Il faut se rappeler que les souris mdx marchent toujours et n'éprouvent pas de problème 
majeur de respiration comme chez le patient (467). 
 
Les effets thérapeutiques sont aussi prometteurs avec un vecteur encodant l'utrophine, car une 
augmentation de la force musculaire est mesurable 60 jours post-traitement chez les souris 
mdx. Les effets s'estompent à 8 mois postinjection. L'hypertrophie du TA est partiellement 
corrigée pendant toute cette période. Le nombre de noyaux centraux est réduit d'au moins la 
moitié à 240 jours (469). Une autre étude montre que la surexpression de l’utrophine dans les 
muscles rétablit la présence du DAPC au sarcolème, toutefois sans détecter la présence de 
nNOS (482). 
 
1.4.8 La réponse immunitaire 
 
Il est impossible de couvrir tous les aspects du système immunitaire dans cette thèse, mais il 
faut être conscient que la réponse innée et adaptative (humorale et cellulaire cytotoxique) 
constitue probablement l’obstacle le plus difficile à surmonter pour arriver à un traitement 
efficace contre la DMD. Dans les prochaines sections, je traite sommairement des éléments de 
la réponse immunitaire. 
 
1.4.8.1  Les récepteurs de type Toll 
 
Un grand nombre de récepteurs similaires au type Toll (Toll-like receptors, TLRs) sont 
impliqués dans la reconnaissance de plusieurs pathogènes, incluant les bactéries et les virus. 
Un nombre croissant d’évidences supportent qu’ils sont un élément clef dans l’activation de la 
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toxicité aigüe à l’endroit de l’injection de l’adénovirus in vivo (pour revue, (457)). Les  
protéines du virion de l’adénovirus et du HD activent vraisemblablement plusieurs TLRs. Le 
TLR2 est normalement impliqué dans la reconnaissance de patron et motifs sur des 
peptidoglycanes et zymosanes bactériens. Il a été démontré que l’activation du TLR2 
conduisait une réponse humorale contre la capside de l’adénovirus (483), mais il n’est pas 
clair comment il est activé. Le TLR4 est également impliqué dans la reconnaissance de la 
capside. Il reconnait le facteur X (présent dans le sang) naturellement lié à la capside virale de 
l’adénovirus (484). D’autres TLR pourraient également être impliqués dans la reconnaissance 
de la capside.  
 
Un autre TLR, le TLR 9, reconnaît l’hypométhylation de motifs CpG généralement présent 
dans les séquences bactériennes (485). L’interaction entre les motifs CpG et le récepteur se 
produit généralement en environnement acide principalement dans les endosomes et les 
lysosomes (486), ce qui est consistant, en partie, avec le parcours de l’Ad ou du HD dans la 
cellule. Justement, il a été démontré que l’Ad, mais aussi que le HD, activaient le TLR9 (483, 
487). Des études ont montré avec l’adénovirus que l’ADN était hypométhylé dans les virions 
et à l’état libre dans les cellules infectées (plusieurs études sont rapportées à la référence 
(488)), ce qui est consistant avec l’activation du TLR9 via les CpG hypométhylés. Dans le cas 
du HD, aucune étude exhaustive n’a été menée pour déterminer le statut de méthylation de son 
ADN (selon les divers types ADN de remplissages utilisés) dans les cellules transduites. De 
plus, aucune étude ne démontre explicitement que c’est bien les CpG présents sur l’Ad ou le 
HD qui active le TLR9.  
 
Globalement, l'activation des TLR déclenche des voies de signalisation cellulaires qui 
convergent principalement vers des facteurs de transcription comme NF-κB stimulant la 
production de cytokines à actions locales et générales (pour revue, (489)). Une élévation des 
niveaux cytokines et chimiokines peut être mesurée dans le sang suite à l’injection systémique 
du HD (490, 491). Il existe aussi d’autres capteurs cytoplasmiques (par ex : NOD2) dans les 
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macrophages et cellules dendritiques. Ils reconnaissent des peptides présents sur des virus et 
conduisent à une production de cytokines (492). 
 
1.4.8.2  L'infiltration des monocytes 
 
Dans les souris mdx, comme chez le patient DMD, la nécrose des tissus musculaires entraîne 
l'émission de cytokines. Uniquement dans le muscle atteint, on retrouve jusqu’à 20 fois plus de 
macrophages et 7 fois plus de cellules dendritiques que dans le muscle sain (493). Comme on 
peut s’attendre, l’injection d’un vecteur adénoviral de première génération (PGAd) dans le TA 
de souris mdx engendre une plus grande réponse inflammatoire que dans les C57Bl/10. 
L'infiltration des macrophages dans le tissu musculaire est plus abondante dans la souris mdx 
âgée. En plus des protéines de la capside, l'expression des gènes viraux augmente aussi le 
niveau de cytokines. Dans les muscles squelettiques, l'injection d'un PGAd cause une forte 
augmentation du nombre de macrophages, de cellules CD4+ et CD8+. Un HD est plus 
sécuritaire, car aucune augmentation des cellules CD4+ et CD8+ n'a été constatée. Pour les 
macrophages, une augmentation a été détectée chez les souris injectées à l'âge adulte 
seulement (468). L'injection d'un HD dans le diaphragme cause une faible réaction 
immunitaire, détectée par la présence de quelques lymphocytes CD4+ et CD8+ (466). 
 
1.4.8.3  Les anticorps 
 
Les anticorps neutralisants patrouillent notre système sanguin à la recherche d’antigènes 
provenant d’expositions antérieures à des infections. Ces anticorps sont généralement de faible 
spécificité. En reconnaissant des épitopes sur la capside virale, ils peuvent l’inactiver, mais ils 
peuvent également contribuer à une plus forte réponse immunitaire via l’activation du 
complément (494). Pour empêcher la reconnaissance du vecteur viral, plusieurs stratégies 
peuvent être employées, l’une d’elles consiste à changer le sérotype du vecteur de sorte que les 
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sujets n’aient jamais vu ce sérotype auparavant, donc n’ayant jamais pu développer des 
anticorps spécifques. Une autre méthode consiste à protéger la capside avec des polymères 
(495, 496). La production de néoanticorps contre la capside virale n’est pas non plus 
souhaitable, si l'on veut réadministrer le vecteur pour augmenter l’effet thérapeutique.  
 
Le transgène exprimé par le HD est également susceptible d'être reconnu comme une molécule 
du non-soi. En effet, si le système immunitaire n'a jamais croisé la dystrophine, il est possible 
qu'il traite celle-ci comme intruse, particulièrement lorsqu’elle est exprimée à des niveaux 
supraphysiologiques. Plusieurs épitopes, présents sur la protéine, normalement tolérés sont la 
cible des anticorps. C'est en effet ce que suggère un essai clinique chez l'humain avec l'AAV 
(13). Le développement de vecteurs HD, encodant la dystrophine de souris (pour les études 
précliniques), était important pour limiter le nombre de néoantigènes. Le changement de 
l'ADN, codant de la dystrophine humaine pour celle murine, prolonge la durée d'expression du 
transgène de ~90 jours à 365 jours (468, 497).  
 
Étant donné que l'utrophine est toujours exprimée dans les muscles des patients DMD, la 
protéine n'est pas immunogénique. L'utrophine offre donc une bonne alternative à la 
dystrophine. L'injection du HD, exprimant l’utrophine, n'entraîne pas d'augmentation 
significative d'infiltration de monocytes, ni de réponse humorale (469). 
 
1.4.8.4  Les molécules immunomodulatrices et les immunosuppresseurs 
 
La réponse immunitaire innée déclenchée par le HD peut être supprimée de façon transitoire 
en utilisant des immunosupresseurs. La FK506 permet d’augmenter la durée d’expression de 
la dystrophine chez les souris mdx. Toutefois, elle ne permet pas de réduire la réponse innée 
qui est dose-dépendante du vecteur après le transfert génique par le PGAd (477, 498). En plus 
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de réduire l’infiltration des monocytes, la quantité d’anticorps neutralisants diminue. 
L'utilisation de molécules immunomodulatrices comme CTL4Aig et CD40ig réduisent 
l'infiltration des monocytes CD4+ et CD8+. CTL4Aig et CD40ig peuvent également réduire la 
quantité d'anticorps neutralisants circulant dans le sang et stabiliser l'expression de dystrophine 
produite dans des souris adultes immunocompétentes (499, 500). 
 
1.5 Comprendre et améliorer l'expression d’un transgène livré par un HD 
 
Cette section se veut être une démonstration de ce qui a été fait pour stabiliser ou augmenter 
l’expression de transgènes pour la thérapie génique. J’ai orienté cette recherche vers le HD, 
mais j’ai également tenu compte de certaines connaissances acquises avec d’autres vecteurs 
comme les LV qui sont importantes pour l’amélioration des vecteurs actuels. Pour mieux 
apprécier les modifications génétiques apportées aux nouveaux vecteurs, il est essentiel de 
comprendre comment l’ADN du vecteur se comporte une fois importé dans le noyau. 
 
1.5.1 L’état nucléaire de l'ADN du HD 
 
L'ADN du HD est principalement sous forme monomérique en absence de réplication (sans 
son virus auxiliaire) (501, 502). La protéine VII lie fortement l’ADN du HD pour être éjectée 
quelques heures postinfection (503) possiblement à cause de la transcription (504). 
L’installation de structures chromatinienne autour de l’ADN du HD se fait, entre autres, par la 
déposition de l’histone H3.3 qui est facilitée par la protéine chaperone HIRA. La suppression 
de l’activité de cette chaperone diminue de 2 à 3 fois le niveau d’expression d’un transgène 
contenu dans le vecteur (505).  
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La protéine terminale lie de façon covalente l’extrémité 5’ITR et demeure avec l’ADN dans le 
noyau. À part sa fonction dans la réplication virale, des évidences suggèrent qu’elle pourrait 
favoriser la rétention de l’ADN du HD dans le nucléoplasme. La protéine terminale dirigerait 
le génome viral à la matrice nucléaire (506) jouant ainsi un rôle potentiel dans la maintenance 
épisomale de l’ADN (507). 
 
Pour le génome du HD, il demeure majoritairement sous forme monomérique in vivo (502), 
mais la présence de concatémères a déjà été observée. L’ADN a aussi été aperçu sous forme 
circulaire (508). Les connaissances sont très limitées sur le comportement épisomal du HD et 
sur les raisons de ces différentes formes. Compte tenu de sa très grande capacité de transport, 
des séquences sont ajoutées pour atteindre ~36 kb. Il est fort probable que certaines séquences 
introduites dans le vecteur influencent son état et sa localisation. Puisque le HD est tellement 
différent de l’adénovirus de type sauvage, il est possible qu’il se comporte différemment de ce 
dernier. Globalement, il en ressort de ces études que la majorité de l'ADN du HD demeure 
sous forme épisomale, linéaire et monomérique. 
 
1.5.2 Les éléments de régulation de l'expression 
 
Ils peuvent augmenter la durée et la force d’expression d’un transgène de plusieurs façons : en 
protégeant contre l’atténuation du promoteur (insulateurs et UCOE), en répliquant l’ADN 
(système EBNA1-OriP et chromosome artificiel) et en retenant l’ADN dans le noyau 
(S/MARs). Il existe un besoin en thérapie génique pour stabiliser l'expression d'un gène 
thérapeutique. Ces éléments peuvent être un ajout intéressant à un vecteur. 
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1.5.3 Les séquences protectrices contre l'effet d'atténuation du promoteur 
 
Les effets des insulateurs sur l’expression génique sont très complexes. Ils peuvent être 
grossièrement classés en deux groupes selon leurs propriétés, les insulateurs bloqueurs 
d'enhancers et les insulateurs barrières. Cependant, un insulateur peut appartenir à ces deux 
groupes, comme c’est le cas du HS4 (locus de la β-globine, pour revue (509)). Les insulateurs 
barrières sont particulièrement utiles en thérapie génique, car ils protègent contre l’effet de 
l’atténuation du promoteur (ou silencing). Ils opèrent par plusieurs mécanismes en recrutant 
directement et indirectement des facteurs favorisant l’hétérochromatine. Selon leurs 
caractéristiques et leur position, ils peuvent empêcher l’hétéochromatine de se répandre à un 
endroit actif transcriptionnellement  (510) (pour revue, (511)).  
 
Le choix de l’ADN de remplissage, utilisé pour atteindre la taille optimale d’encapsidation du 
HD (de 28 à 36 kb), est important pour l’expression du transgène in vitro et in vivo (443, 444, 
447). L’ADN doit idéalement être non codant et provenir du génome humain ou de 
mammifères. Hors, même avec un ADN qui a ces propriétés, il pourrait quand même avoir un 
impact négatif sur l’activité de la cassette d’expression présente en cis sur le HD. La 
modulation de l’activité de la cassette peut se faire via des modifications épigéniques, telle que 
la déacétylation des histones, souvent associée à la répression génique et à l’hétérochromatine. 
De façon intéressante, l’ajout d’un insulateur HS4 (de poulet) réduit de façon importante la 
déacétylation induite par l’ADN de remplissage (444). Ces données suggèrent fortement que 
le HS4 puisse être utilisé dans le HD pour stabiliser l’expression génique en réduisant le 
silencing induit par l’ADN de remplissage.  
 
Les éléments ubiquitaires d’ouverture de la chromatine (UCOE, Ubiquitous Chromatin 
Opening Elements) sont issus de promoteurs de gènes ubiquitaires. Ils contiennent plusieurs 
ilots CpG résistants à la méthylation (512). Les UCOE peuvent étendre la résistance à la 
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méthylation sur la région promotrice et le début d’un gène ou de plusieurs gènes. En plus de 
modifier le patron de méthylation de l’ADN, l’UCOE induit indirectement la modification des 
histones via la méthylation et l’acétylation. Une corrélation inverse, entre la méthylation de 
l’ADN et la modification d’histones activant l’expression génique, a été observée en présence 
d’un UCOE (513). Lorsque le UCOE (issu du locus HNRPA2B1-CBX3) est utilisé près du 
promoteur CMV, il a été démontré qu’il pouvait contrer l’effet d’atténuation, augmenter la 
stabilité et la force d’expression (514). Une seule publication traite de l’usage de ce UCOE 
dans un Ad, mais aucun bénéfice sur l’expression (régulé par le promoteur CMV) n’a été 
constaté jusqu’à 24 heures post-infection (515), suggérant que le délai n'est peut-être pas assez 
long pour observer une résistance à l'atténuation du promoteur. 
1.5.4 Les micro-ARN cellulaires pour contourner la réponse immunitaire 
 
Une meilleure connaissance du génome à microARN a permis d'exploiter des microARN 
cellulaires spécifiques pour exprimer un transgène thérapeutique dans un tissu, mais pas dans 
les cellules immunitaires. Les cellules présentatrices d'antigènes sont un obstacle majeur en 
thérapie génique, car elles peuvent conduire à une réponse immunitaire contre le produit du 
gène thérapeutique. Une approche ingénieuse consiste à introduire des séquences spécifiques 
(ciblées par un microARN cellulaire) dans une portion non traduite en 3’ de l’ARNm encodant 
le transgène. Le microARN choisi doit être exprimé uniquement dans les cellules 
présentatrices d'antigènes et absent du tissu cible. Une étude employant cette stratégie a donné 
des résultats spectaculaires dans les hépatocytes murins in vivo pour traiter l'hémophilie (516). 
Cette approche n'a jamais encore été tentée dans le tissu musculaire. 
 
1.5.5 Des séquences favorisant la réplication du transgène 
 
La réplication de l'ADN est nécessaire dans les cellules en division pour perpétuer le matériel 
génétique et éviter sa dilution dans les cellules filles ou son élimination. Dans le muscle, les 
cellules satellites se divisent pour régénérer le muscle. La régénération est fortement activée 
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au début de la dégénérescence musculaire chez les patients DMD. Cet environnement est 
propice à la dilution et l’élimination du vecteur.  
 
Le virus humain Epstein–Barr (EBV) de l’herpès est capable de répliquer son génome et 
jusqu'à 180 kb d'ADN exogène (517). L'antigène nucléaire 1 (EBNA1) est encodé par le virus 
et s’associe au génome viral via une origine de réplication oriP. Une fois par cycle cellulaire, 
l'oriP est activée et permet la réplication multiple du génome. EBNA1 n'est pas 
immunogénique (518, 519), mais contribue à l’oncogénicité en protégeant les cellules contre 
l’apoptose (520). Cela limite l’utilisation de ce système dans le cadre de la thérapie génique. 
Kreppel et al. 2004, ont développé un HD exploitant les éléments minimaux de réplication du 
EBV (EBNA1 et oriP). L'efficacité de transmission du transgène atteint jusqu'à 98 % dans les 
cellules filles (508).  
 
1.5.6 Des séquences d’attachement à la matrice nucléaire (S/MAR) 
 
Les S/MAR sont des séquences généralement riches en A/T d’environ 200 pb de long. 
Lorsqu’elles sont positionnées en cis sur l’ADN, elles permettent d’ancrer les boucles de 
chromatine à la matrice nucléaire (521) (pour revue, (522). Plusieurs protéines ont été 
identifiées pouvant lier directement ces séquences. Les complexes de protéines qui s’associent 
à ces régions régulent le niveau de transcription génique et peuvent initier la réplication à 
proximité d’un S/MAR (522). Lorsque présent dans l’ADN plasmidique, un S/MAR peut 
faciliter la réplication de l’ADN et favoriser son maintien épisomal. La liaison à une unité de 
transcription active est suffisante pour maintenir et répliquer un épisome de mammifères en 
absence de sélection négative in vitro (523). Dans le foie, un plasmide contenant un S/MAR 
permet de stabiliser l’expression d’un transgène pendant au moins 6 mois contrairement à 1 
semaine pour un plasmide conventionnel (524). Lorsque le promoteur CMV est utilisé avec un 
S/MAR sur un épisome non viral, ses ilots CpG sont protégés de la méthylation, suggérant un 
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rôle de la réplication de l’ADN dans l’inhibition de la répression de la transcription (525). Le 
S/MAR utilisé dans cette étude n’a pas été étudié chez le HD. 
 
L’effet bénéfique du S/MAR pour la thérapie génique est controversé. Il semble que le choix 
de la séquence d’attachement à la matrice employée soit important. Deux S/MARs (de la 
lysozyme de poulet (526) et de l’immunoglobuline κ (527)) ont été testés avec un PGAd chez 
la souris pour le traitement de l’hémophilie (528). Malgré une forte expression du transgène 
dans le foie (facteur IX humain), les deux S/MARs n’ont pas permis d’augmenter les niveaux 
sériques du FIX. Le S/MAR (692-pb) de l’intron du gène HPRT humain a été étudiée avec le 
HD. Malheureusement, il n’augmente pas le niveau d’expression, ni la durée d’expression du 
transgène (443). Ces évidences montrent que l’ajout uniquement d’un S/MAR a un effet 
mineur sur la persistance du vecteur in vivo. 
 
1.5.7 Le chromosome artificiel encodant le gène complet de la dystrophine 
 
Un chromosome artificiel, contenant le gène complet de la dystrophine (2,4 x 10
6
 pb), des 
télomères et un centromère, a été généré puis introduit dans des cellules souches 
embryonnaires (529). L’expression de la dystrophine dans plusieurs tissus, incluant le muscle, 
a été détectée à des niveaux normaux chez des souris chimères (générées à partir de ces 
cellules souches), démontrant la persistance du chromosome artificiel, même après le 
développement complet de la souris. L'utilisation des promoteurs endogènes permet 
d'exprimer spécifiquement au moins deux isoformes dans leur tissu respectif. L'avenir 
thérapeutique de cette méthode mise principalement sur un traitement à partir de cellules 
souches pluripotentes induites (530) ou sur la thérapie cellulaire à partir de cellules souches. 
La livraison du vecteur par transfert de chromosome (par MMCT, Microcell-Mediated-
Chromosome-Transfert, revue (531)) est compliquée et elle est réalisable qu'à très petite 
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échelle. L'application de la méthode directement in vivo, ou la livraison de l'ADN aussi grand 
est hors de notre portée actuellement. 
 
1.6 L'intégration dirigée du HD dans les chromosomes cellulaires 
 
Le HD ne permet pas d'exprimer de façon permanente la dystrophine ou l'utrophine dans les 
muscles de souris mdx (467, 468, 469). L'intégration de l’ADN du vecteur est une stratégie 
intéressante pour conserver de façon permanente le gène de la dystrophine dans les muscles du 
patient DMD. Divers techniques ou l’utilisation d’outils moléculaires permettent de diriger 
l’intégration à un ou à des endroits précis dans le génome. Les avancements récents dans ce 
domaine de recherche seront présentés dans l’optique d’applications présentes ou futures avec 
le HD. 
 
L’intégration dans les chromosomes de vecteurs adénoviraux a été est documentée in vitro 
dans plusieurs lignées transformées, dans des cellules primaires (532, 533, 534, 535, 536, 
537), in vivo (538) et également en transgénèse (539). Selon les études et les conditions 
suivies, la fréquence d'intégration est faible avec entre 10
-3
 et 10
-5
 événements par cellule pour 
des évènements de type recombinaison hétérologue, et 10
-3
 et 10
-6
, pour des évènements 
impliquant une recombinaison homologue. On entend par recombinaison hétérologue, une 
intégration qui a lieu de façon aléatoirement sans homologie apparente avec le site intégré. La 
fréquence d'intégration d'un HD est supérieure de 6 [MOI 0,1] à 11 fois [MOI 0,01] dans une 
lignée de glioblastome [U87-MG]) que celle d'un vecteur adénoviral de première génération 
(533) probablement à cause de l'absence d'expression de gènes viraux. On peut constater que 
l’efficacité d’intégration dépend de la MOI ou de l’efficacité du transfert génique. Des 
dommages à l’ADN, induits par l’irradiation des cellules, augmentent significativement 
l'efficacité d'intégration d'un Ad ΔE1 (540). La fréquence d'intégration du HD a été évaluée 
dans seulement une étude in vivo, soit dans les hépatocytes de souris après l’injection 
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systémique du vecteur (538). Des fréquences de 6.7 x10
-5
 événements par cellule pour la 
recombinaison hétérologue et 3.9 x10
-7
 pour la recombinaison homologue ont été trouvées. Le 
locus ciblé par le HD était celui de l’hydrolase fumarylacétoacétate, normalement actif dans 
les hépatocytes. Bien que l’euchromatine favorise l’intégration du HD via la recombinaison 
homologue (541), l’efficacité n’est toutefois pas suffisante pour miser sur l’intégration du 
vecteur afin de stabiliser l’expression du transgène. 
 
Dans des cellules souches embryonnaires de primates, l’efficacité de transduction du HD 
atteint environ 100 % contrairement à 34 %, avec un agent de transfection conventionnel 
(536). Le taux de survie frôle les 100 % à forte MOI (300) et diminue progressivement en 
augmentant la dose du HD. En comparaison, seulement 70 % de survie est atteint avec l’agent 
de transfection. Il est intéressant de constater que pour la transduction, 10 % (pour la 
transduction) versus 1 % des cellules (pour la transfection) ont conduit l’intégration spécifique 
au locus souhaité par recombinaison homologue. Dans les cellules embryonnaires de souris, 
jusqu’à 0,2 % des cellules ont intégré de façon ciblée l’ADN du vecteur au locus HPRT1 par 
recombinaison homologue et jusqu’à 5 % par recombinaison hétérologue (534). 
 
Les connaissances sur le mode d'intégration hétérologue du HD sont très limitées. Les résultats 
de Stephen et al. (538) suggèrent que l'intégration hétérologue a lieu via les extrémités ITR. 
Les 7 événements d'intégration analysés présentent des microdélétions de 1 à 78 nucléotides 
(nt) dans les ITRs 5' et 3' à la jonction entre l'ADN du vecteur et l'ADN génomique. Seulement 
deux de ces événements se produisent à l'intérieur d'un gène. Pour l'instant, contrairement à 
l'adénovirus, aucune étude n'a pu jusqu'à présent démontrer ou caractériser le potentiel 
oncogénique d'un HD suite à son intégration. Toutefois, il faut noter que les ITR contiennent 
des sites de liaison à des facteurs de transcription qui pourraient agir comme enhancer (542, 
543, 544) et potentiellement augmenter l'activité au locus intégré. 
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Liu et al. ont corrigé de façon ciblée une mutation à l'exon 11 de la lamine A (impliquée dans 
plusieurs laminopathies) par recombinaison homologue avec un HD. Ce locus est 
transcriptionnellement inactif dans les cellules iPSc. Ceci rend l’environnement génomique 
réaliste pour tester la correction des gènes par cette approche. Après la transduction des 
cellules avec un HD, contenant deux marqueurs de sélections et le fragment homologue, une 
double sélection était appliquée. La première sélection est négative. Le marqueur de sélection 
du gène suicide de la thymidine kinase du virus de l’herpès simplex est intégré dans le génome 
lorsque les cellules intègrent le HD de façon hétérologue (non homologue). Le traitement au 
gancyclovir tue ces cellules. La deuxième sélection à la néomycine détruit les cellules ne 
contenant pas le gène de résistance à la néomycine (ou G418). La fréquence d'intégration du 
HD, obtenue par cette méthode, était entre 10
-6
 et 10
-5
 par cellule. Parmi les colonies isolées, 
78 à 100 % (selon les conditions de transduction) présentaient une modification du gène cible 
(545).  
  
1.6.1 L’hybride HD/AAV et la protéine rep 
 
Pour l'instant, seulement deux systèmes publiés permettent d'intégrer spécifiquement (dans le 
génome) l'ADN livré par un HD (voir 1.6.3). Le premier système est un hybride entre le HD et 
le virus associé à l'adénovirus (Adeno-Associated Virus, AAV). À partir d’un ITR de l’AAV et 
de la protéine rep, il est possible d’intégrer un HD/AAV avec deux cassettes d'expression de la 
dystrophine (546). La fonction intégrase de la protéine rep est donc employée pour intégrer 
l'ADN du vecteur dans le site spécifique AAVS1 sur le chromosome 19 (19q13.3-qter). 
L'expression de la dystrophine au sarcolème a été observée après le transfert génique dans le 
gastrocnemus. Toutefois, on ignore si l’expression est plus stable post-intégration in vivo.  
 
En changeant la fibre de l’Ad5 (groupe C) pour celle de l’Ad50 (groupe B), l’efficacité de 
livraison du transgène augmente de 18 à 112 fois (selon la MOI) dans des myoblastes dérivés 
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de patients DMD (460). L’entrée de l’Ad50 se fait via le récepteur CD46 (547), 
indépendamment du CAR, dont l’expression diminue lors de la maturation des cellules 
musculaires (474).  
 
Une autre étude dans des cellules hématopoïétiques humaines rapporte que 30 % des 
événements d’intégration ont eu lieu dans le locus AAVS1 et 25 % dans le locus de la β-
globine, dont l’ADN de remplissage était constitué (548). Une observation intéressante est que 
90 % des événements d’intégration avait lieu via l’ITR de l’adénovirus et non celui de l’AAV 
au site AAVS1. Les événements d’intégration sont dispersés à l’intérieur de 5.3 kb du site 
AAVS1. Suite à l’injection d’un HD/AAV de façon systémique chez la souris, une estimation 
de 0,2 à 2 % des cellules du foie (par PCR quantitative) ont intégré l’ADN du vecteur. Le site 
AAVS1 a été détecté chez chaque souris, démontrant le potentiel thérapeutique de la méthode 
(549). Il reste toutefois à démontrer que cette approche est sécuritaire, car plusieurs évidences 
suggèrent que rep est toxique, entre autres, en déclenchant l’apoptose (550). 
 
1.6.2 Les nucléases à doigts de zinc, des outils moléculaires prometteurs 
 
Depuis quelques années, les nucléases à doigts de zinc (Zinc Finger Nucleases, ZFNs) sont de 
plus en plus employées en recherche dans le domaine de la thérapie génique. Nous pouvons 
utiliser ces outils pour induire des modifications génétiques à des endroits précis du génome 
cellulaire, entre autres, en facilitant l’intégration d’un ADN donné. Les ZFNs pourraient 
potentiellement être employées pour intégrer l’ADN génomique du HD. Toutefois, un tel 
système n’a pas encore été publié. Les ZFNs sont une classe de molécules qui agissent en 
dimère pour cliver l'ADN selon une séquence spécifique. Chaque monomère est constitué de 
plusieurs modules et d'un domaine enzymatique (551). Les modules de chaque monomère 
reconnaissent une hémiséquence d’ADN. Les hémiséquences sont séparées par un espaceur. 
Une fois le dimère en place, la dimérisation des domaines de restriction conduit à la digestion 
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de l'ADN au niveau de l'espaceur et induit une brisure double-brin spécifique (DSB, double-
strand breaks). 
 
Dans les chromosomes cellulaires, les DSB sont détectés par la machinerie de réparation, car il 
est crucial pour la survie cellulaire de réparer ce genre de bris. Deux processus principaux de 
réparation gèrent ces dommages. Le processus majoritaire est la ligature de terminaisons non 
homologues (NHEJ, Non-homologous End-Jointing) qui possède un haut taux mutationnel. Un 
second est la recombinaison homologue qui se fait généralement à partir du chromosome sain. 
La matrice servant à la réparation peut aussi être fournie en trans via un plasmide ou un 
vecteur viral. Celle-ci doit posséder les deux bras homologues en amont et en aval du DSB 
(pour revue, (552)). La recombinaison homologue, induite par un bris d'ADN, est de plusieurs 
milliers de fois plus efficaces que la recombinaison homologue conventionnelle (553, 554). 
Les ZFNs ont permis l'ingénierie génétique des cellules humaines, de souris, de rat, de cochon 
et autres (555, 556, 557, 558, 559, 560, 561, 562, 563).  
 
Pour l'instant, les ZFNs ont servi uniquement en thérapie cellulaire, mais ils pourraient être 
utilisés aussi directement in vivo en les exprimant à partir d’un vecteur d’origine viral. La 
recombinaison homologue induite permet de corriger de façon chirurgicale un gène, en 
l'inactivant, en corrigeant une mutation ou en insérant un transgène (entre les deux bras 
d’ADN homologues). Les meilleures efficacités d'intégration répertoriées atteignent une 
proportion de jusqu’à 50 % des cellules traitées. Des cellules humaines ont été modifiées avec 
des ZFNs spécifiques au locus CCR5 et au locus de la chaîne γ du récepteur de IL2 (564). Les 
résultats in vitro montrent que cette méthode atteint sa cible environ 93 % des fois (565). 
 
L'engouement à utiliser la technologie des ZFN en thérapie cellulaire a amené au lancement 
d'essais cliniques avec deux paires de ZFNs, CCR5-224 et VF2468 pour le VIH et le cancer. 
La spécificité des ZFNs s'avère cruciale dans le succès de cette approche thérapeutique. 
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L'ingénierie imparfaite des modules de reconnaissance de l'ADN et du domaine de 
dimérisation de l'enzyme de restriction FokI, peut entraîner des DSB hors site dans le génome 
(566, 567, 568, 569, 570). La difficulté à prédire l'endroit de ces brisures hors sites pose un 
grave problème au niveau de l’innocuité. Pattanayak et al. ont construit des librairies 
comprenant >10
11
 sites dégénérés (≤ 7 mutations) issus de la séquence complète originale pour 
les paires CCR5-224 et VF2468. La tolérance pour les mutations est très élevée avec des 
moyennes de 1,84 à 4,56 à et de 1,10 à 3,45 mutations par site respectivement. Parmi les sites 
artificiels digérés, 37 et 2652 se retrouvent dans le génome humain respectivement. Environ le 
tiers de ces sites est réellement ciblé dans les cellules humaines K562. La méthode développée 
par Pattanayak et al. permettra certainement d'étudier et d'améliorer le design des ZFN en 
réduisant leur tolérance et leur activité non spécifique (569).  
 
Une alternative au ZFN est aussi en développement, soit l’ingénierie de méganucléases pour 
cibler des sites précis dans le génome. Agissant comme les ZFN, elles peuvent induire un bris 
dans le génome et favoriser la recombinaison homologue ou encore stimuler la NHEJ. Ce 
dernier mécanisme de réparation imprécis peut être exploité pour changer le cadre de lecture 
d’une protéine dans le but de réactiver un gène par exemple. Leur développement s’annonce 
prometteur au niveau thérapeutique pour la DMD (571). 
 
1.6.3 L’intégration d’un HD accomplie par l’intégrase du phage ΦC31 
 
Un autre système repose sur l'intégrase du phage ΦC31 pour intégrer l’ADN d’un HD. Cette 
enzyme est capable d'intégrer spécifiquement un ADN dans un nombre restreint de sites 
transcriptionnellement actifs dans les chromosomes de mammifères (voir prochaine section). 
Il existe une seule étude démontrant que l’ADN du HD peut être intégré à l’aide de l’intégrase 
in vivo (572). Chez la souris, l’injection d’un HD conduit à l’expression stable du facteur IX 
pendant au moins 122 jours à l'aide de l'intégrase (livrée à partir d’un plasmide). L'expression 
du FIX est 5 fois supérieure en présence d'intégrase après avoir induit la prolifération des 
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hépatocytes. L’efficacité d’intégration in vivo, n’a pas été mesurée, mais l’analyse des sites 
d’intégration dans le foie a permis de constater un événement d’intégration au site mpsL1, un 
point chaud, dont la fréquence d’intégration est élevée (573, 574). La préférence des sites du 
HD sont à 44,1 % intragéniques (13,3 % exon et 87,7 % intron) et 44,1 % intergéniques, dont 
11,7 % dans les éléments répétitifs (572). 
 
L’ADN du HD est différent du plasmide, car des protéines virales et cellulaires sont attachées 
spécifiquement à celui-ci (voir la section 1.5.1). On ignore comment celles-ci peuvent affecter 
l'efficacité ou la spécificité d'intégration (voir Chapitre 3). Une meilleure connaissance de 
l'efficacité et de la spécificité de l'intégration du HD, in vitro et in vivo, est cruciale pour 
utiliser ce système dans un cadre thérapeutique pour la thérapie génique contre la DMD. 
 
1.7 L’intégrase du phage ΦC31 
 
Au cours du cycle de réplication phagique, le bactériophage ΦC31 doit intégrer son génome 
dans le chromosome bactérien pour répliquer son ADN (575). Cette intégration est réalisée 
grâce à une intégrase site-spécifique. Elle nécessite le site attP, présent sur l'ADN du phage et 
le site attB, à l'intérieur du génome de l'hôte. De façon intéressante, lorsque l'intégrase est 
exprimée dans des cellules de mammifères en présence d'un plasmide, contenant un site attB, 
elle peut catalyser l'intégration de celui-ci dans les chromosomes de la cellule à des sites 
présentant une homologie avec le site attP, connus sous le nom de sites pseudo-attP. 
Inversement, le remplacement du site attB sur le plasmide, par le site attP, ne permet pas une 
intégration efficace (574, 576). 
 
  
85 
 
1.7.1 Le mécanisme de recombinaison 
 
L’intégrase fait partie de la famille des larges recombinases site-spécifique à sérines. 
L’intégrase dépend de cette sérine pour son activité catalytique (575, 577). L’intégrase est 
active dans le noyau, mais elle est également présente dans le cytoplasme. L’ajout d’un NLS 
redirige l’intégration spécifiquement dans le noyau, mais son effet sur l’activité de l’intégrase 
est contesté (578, 579). 
 
Un modèle, basé sur d’autres membres de sa famille, indique que le domaine N-Terminal de la 
protéine possède une fonction « resolvase » (voir plus bas) (580, 581). Le domaine C-
Terminal est celui qui varie le plus parmi les recombinase à sérine et dont l’on connait le 
moins les fonctions. Quatre monomères de l’intégrase seraient requis pour catalyser 
l’intégration. En groupe de deux, ils lieraient soit le site attP ou le site attB. Les deux dimères 
de l’intégrase rapprocheraient deux sites spécifiques attP et attB ensemble à l’intérieur d’une 
synapse. Agissant en tétramère et en concert, le domaine N-Terminal de chaque monomère 
couperait le substrat d’ADN et formerait un lien covalent transitoire avec l’extrémité du brin 
5’ (via l’oxygène de la sérine). Ce même domaine forcerait la rotation de 180º de deux sous-
unités opposées du tétramère touchant leur hémiséquence respective (provenant de attP et 
attB). Ceci entraînerait un échange avec l’hémiséquence de l’autre site. Ensuite, une ligature 
des extrémités 3’-OH et 5’-PO4
2-
 scellerait le tout (575, 581). Le mécanisme d'intégration 
rendrait possible l'intégration de la cassette dans les deux sens. La direction de la cassette 
d'expression peut influencer l'expression du transgène de plusieurs fois (582). Il a été reporté 
quelques microdélétions au cœur des sites d’intégration (574, 576, 583) et une seule copie de 
l'ADN transportant l'attB est généralement intégrée (576, 584, 585). 
 
Au niveau de la séquence, attB et attP forment chacun un palindrome imparfait d'environ ~30 
à 50-bp (586). Au centre des sites est situé un coeur TTG qui correspond à l'endroit, où la 
recombinaison a lieu (577). De chaque côté du coeur, les séquences palindromiques 
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respectives forment le bras droit (attR, Right) et le bras gauche (attL, Left). Suite à la 
recombinaison (décrite ci-haut), le bras attR et attL du site attB se lie inversement au bras attL 
et attR du site pseudo-attP (voir section 3.4.7, FIG. 3-6A). Chez le phage ΦC31, cet 
événement est réversible grâce à la protéine gp3 permettant l’excision de l’ADN du phage du 
génome bactérien. En absence des protéines du phage, l'intégrase procède à une recombinaison 
unidirectionnelle et l’excision de l’ADN n’a pas lieu, séquestrant celui-ci dans les 
chromosomes cellulaires (voir Figure 1-8, (581, 587)). Une protéine cellulaire endogène, 
DAXX, a été identifiée pour interagir avec l’intégrase (588). Elle inhibe sa fonction 
recombinase. Dans deux lignées cellulaires testées, le niveau de DAXX corrèle inversement 
avec l’activité de l’intégrase (589). L’une de ces lignées, les A549 (avec un faible niveau de 
DAXX), mais aussi les HepG2 et les HeLa ont des niveaux d’activité de l’intégrase très élevés 
par rapport à d’autres types de cellule. Par conséquent, ces cellules peuvent constituer de bons 
modèles pour étudier la fonction de l’intégrase. D'autres protéines ont été identifiées comme 
partenaires, dont au moins deux qui inhibent l’activité de l'intégrase (590, 591). 
 
Figure 1-9. Intégration d’un plasmide par l’intégrase du phage ΦC31 
Schéma de l’intégration d’un plasmide. La recombinaison entre les sites attB et pseudo-attP est accomplie par 
l’intégrase. Les deux sites sont détruits après la recombinaison résultant en une opération unidirectionnelle.  
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1.7.2  L’efficacité de l'intégrase in vitro 
 
L’intégrase s’avère un outil puissant pour modifier génétiquement les cellules en thérapie 
cellulaire. En plus d’être site-spécifiques, elle peut augmenter de plusieurs fois le niveau 
d’intégration d’un transgène dans les chromosomes cellulaires par rapport au niveau basal 
d’intégration d’un ADN seul. L’efficacité d’intégration absolue a été mesurée dans plusieurs 
types de cellules suite à des transfections de plasmides Table 1-I. On pourrait définir 
l’efficacité comme suit, soit la proportion (%) du nombre d’événements d’intégration mesurés 
par cellule. On remarque dans la Table 1-I que la variabilité dans l’efficacité est très grande 
d’un type de cellule à l’autre. Parmi ces études, plusieurs paramètres ont été identifiés pouvant 
affecter l’efficacité d’intégration, comme le ratio substrat/intégrase et l’efficacité de livraison 
du transgène. Les méthodes pour transfecter les cellules embryonnaires et les myoblastes 
primaires sont peu efficaces ou très toxiques. Le vecteur HD est une bonne alternative, à la 
transfection, car il peut livrer efficacement un transgène dans ces cellules (460, 475, 536). 
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Table 1-I. Efficacité de l’intégrase observée en culture cellulaire 
Type de cellules *Efficacité (%) 
Cellules souches myogéniques murines (MD1) (361) 0,0034 
Myoblastes primaires humains (361) 0,01 
Fibroblastes embryonnaires murins (592) 0,01 
Cellules mésenchymales dérivées du tissu adipeux (592) 0,014 
Cellules de cordon ombilical (humain) (585) 3,0 
Fibroblastes embryonnaires murins (584) 0,0029 
Cellules embryonnaires humaines BG01v (593) 0,002 
Cellules embryonnaires de poulet (594) 0,001 
Cellules germinales primordiales de poulet (594) 0,00096 
Cellules épidermiques de patients atteints de l’épidermolyse bulleuse héréditaire 
(595) 
17 
Fibroblastes humain HT1080 (596) 0,3 
Cellules progénitrices multipotentes de rat adulte (596) ~0,16 
HeLa (572, 597) ~0,40 
HEK 293 (574) 0,069 
NIH 3T3 (574) 1,2 
Huh7 (598) 0,047 ou 0,47 
Hep1A (598) 0,13 ou 1,3 
HCT116  (598) 0,047 ou 0,47 
* L’efficacité correspond à la proportion (%) du nombre d’événements d’intégration par cellule 
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1.7.3  L’efficacité de l'intégrase in vivo 
 
La majorité des études avec l'intégrase in vivo sont réalisées dans le foie. Pour améliorer 
l'efficacité des traitements, il est important de déterminer son efficacité absolue, car elle nous 
renseigne sur le nombre de cellules participant à la correction de la pathologie. Chez un 
modèle murin de tyrosinémie héréditaire de type I, Held et al. ont réintroduit le gène de 
l'hydrolase fumarylacétoacétate à l’aide de l’intégrase (599). Malgré une faible efficacité de 
livraison (2 % des hépatocytes) par injection hydrodynamique (plasmide intégrase et plasmide 
attB-FAH), 3,6 % des hépatocytes en présence vs 0,14 % en absence de l'intégrase, expriment 
encore l'enzyme après 25 jours, suggérant l'intégration du plasmide. La fréquence absolue 
d'intégration est de 0,073 % et 0,0028 % (599) dans tous les hépatocytes. 
 
Dans un modèle de souris hémophiles, l'intégration d'un plasmide permet d'obtenir 5 à 7 % des 
hépatocytes exprimant toujours le FIX à 200 jours postinjection (600). Ces données sont 
appuyées par une autre étude du même groupe, où le pourcentage d’hépatocytes exprimant le 
FIX, trois mois suivant l’injection, atteint 12,4 % avec l’intégrase normale et 18,5 % avec un 
mutant hyperactif (601). Les efficacités d’intégration publiées dans cet article sont les plus 
élevées jamais publiées in vitro et in vivo. Les fortes efficacités d'intégration peuvent être 
expliquées par une livraison efficace des plasmides (602) et une forte activité de l'intégrase 
dans les cellules hépatiques (588). Environ le trois quart des cellules exprimant l'intégrase 
exprime de façon stable le FIX. Un constat découlant de cette observation est que la division 
cellulaire n'est pas requise pour que l'intégration se produise (579). D’autres éléments ont été 
suggérés, comme la possibilité que l’activité de l’intégrase cause un arrêt du cycle cellulaire 
empêchant le plasmide de s’échapper. De plus, le marquage des cellules positives au FIX, 
reflétant l’efficacité d’intégration, constitue une méthode indirecte pour évaluer le niveau 
d’intégration. Il n’est pas clair si chaque cellule marquée produit réellement le FIX. Quant au 
niveau d'expression du FIX sécrété dans le sérum, il dépasse celui du seuil thérapeutique d'au 
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moins quatre fois à 1022 ng / mL et ce, de façon stable pendant au moins 168 jours permettant 
de mitiger la pathologie (600).  
 
L'injection d'un HD encodant le FIX (et ayant son attB) et son intégration (via un second HD, 
encodant l’intégrase) permet d'exprimer de façon stable le FIX à un niveau de 600 ng / mL à 
122 jours. Pour évaluer l'effet de l'intégration sur l'expression du FIX, les hépatocytes sont 
passés au travers de 3 cycles avec du CCl4 pour forcer leur prolifération. Par contre, l'efficacité 
d'intégration par hépatocyte n'a pas été mesurée de façon absolue, ce qui pourrait être utile 
pour comparer ce système intégratif avec d’autres (572). 
 
1.7.4  La spécificité de l'intégrase in vitro et in vivo 
 
L'isolation et l'analyse des séquences, au site d'insertion du plasmide dans le génome, ont 
permis d’établir une faible homologie de ces sites avec la séquence attP de type sauvage. Les 
sites dégénérés retrouvés dans le génome humain et murin sont appelés pseudo-attP. Selon 
une analyse statistique, ce nombre oscillerait entre 202 et 764 dans le génome humain, 
corroborant une étude antérieure qui les estimait à entre 100 et 1000 (574, 576). Chalberg et 
al. ont trouvé 117 sites pseudo-attP différents sur 196 événements d’intégration indépendants. 
Parmi ces sites, 19 d'entre eux comptent pour 56 % des événements totaux suggérant une 
préférence de l'intégrase pour certains sites (576).  
 
L'état de la chromatine déterminerait l'accessibilité de certains sites. L’intégrase favorise 
légèrement les régions denses en gènes. Trois études sont arrivées à des résultats différents sur 
la distribution des événements d’intégration. Chalberg et al. présentent cette distribution: 36,8 
% pour les introns, 1,9 % pour les exons et 61,3 % entre les gènes (576). Ehrhardt et al. ont 
trouvé que 71,76 % des événements d’intégration se trouvaient dans les gènes (exons + 
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introns) (598). Le même groupe a montré dans une autre étude que 44 % des événements 
d’intégration se produisaient dans les gènes avec le HD cette fois (572). Les différences entre 
les distributions des trois études pourraient être dépendantes de la nature des vecteurs utilisés 
pour livrer l’ADN, mais aussi, être de nature technique (598). 
 
L’intégrase semble avoir une préférence pour des éléments répétitifs de la famille HERL-V 
présente principalement dans les régions intergéniques. Les HERL-V sont le vestige de 
rétrovirus ancestraux. En présence de l’intégrase, on retrouve 11,0 % des événements 
d’intégration dans un site HERL-V par rapport à une proportion de 1,4 % de ces éléments dans 
le génome. D’un autre côté, l’intégrase favorise modérément le début des gènes, contrastant 
avec les rétrovirus qui les favorisent fortement (576).  
 
Chaque type de cellule présente un patron unique de sites d’intégration, dont chaque site 
apparaît à sa propre fréquence. Cependant, il existe une exception pour plusieurs dizaines de 
sites qui ressortent dans plus d’un type cellulaire humain ou murin à fréquences variables. 
Quelques points chauds d’intégration sont présentés ici. Ils présentent un intérêt pour la 
thérapie cellulaire ou génique dans les muscles, car ils sont prévisibles. Le site chr8p22 
présente un intérêt, car il a été aperçu dans les myoblastes humains (361), mais aussi dans 
d’autres cellules, comme les kératinocytes primaires (595), les HEK293 (574), les HepG2 
(576) et les cellules du cordon ombilical (585). Un autre point chaud, le 19q13.31, a été 
observé avec une fréquence de ~7,5 % dans les HEK293, 407 et HepG2 (574, 576), mais aussi 
à 8,7 % dans les Huh-7 et HCT116 (598).  
 
Les deux sites chr19q13.31 et chr8p22 se retrouvent dans les introns des gènes ZNF223 et 
DLC1 respectivement. Pour le gène ZNF223, aucune fonction ne lui a encore été accordée, 
mais l’intégration dans ce site ne cause pas de changement d’expression du gène (585). Quant 
à DLC1, il est un gène suppresseur de tumeur, dont la diminution de l’expression est souvent 
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associée à divers types de cancers, incluant hépatiques, mais aucun relié aux muscles (pour 
revue, (603)). L’intégration a peu de risques d’affecter le promoteur du gène, car il se trouve à 
environ 340 kb de celui-ci. En effet, l’intégration dans l’intron du gène ne modifie pas son 
niveau d’expression (585). Par conséquent, le potentiel oncogénique du site chr8p22 est faible.  
 
Chez la souris, le site mpsL1 se trouve dans une longue répétition de séquences. Il ressort 
fréquemment des analyses de position dans un large éventail de types cellulaires tels que les 
hépatocytes (573, 598, 599, 600), dans les cellules épithéliales de poumons MLE12 (604), 
dans des cellules progénitrices de neurones (605), dans les cellules embryonnaires de souris 
(584, 606) et dans les muscles in vivo (607, 608). Le potentiel oncogénique de ce site n’a pas 
été étudié spécifiquement. Étant très fréquent, il est peu probable qu’il soit oncogénique, car 
aucune étude ne fait état de développement de tumeur causée par l’intégrase spécifiquement 
(609). 
 
1.7.5  L’innocuité de l'intégrase 
 
Des analyses sur l’intégration montrent que les sites choisis par l’intégrase posent un faible 
risque d’activation de proto-oncogènes et ce, dans plusieurs types de cellules (576, 610). Des 
tests de biosécurité ont montré que dans des cellules primaires humaines du cordon ombilical 
< 5 % des événements d’intégration se produisaient dans les exons et que ≤ 2 copies des 
transgènes étaient intégrées par site. L’analyse de 11946 ARN transcrits d’une population 
mélangée de clones montre que l’expression de 96,5 % des gènes n’a pas été altérée (585). 
Seulement 1,3 % des gènes étudiés ont vu leur expression varier de plus de 2 fois. Parmi les 
151 gènes, dont l’expression est altérée, 15 ciblent des proto-oncogènes. De ceux-là, trois sont 
des gènes suppresseurs de tumeurs, dont la surexpression causerait la mort cellulaire, réduisant 
par conséquent, le biorisque lié à l’activation oncogénique. La mutation aléatoire de l'intégrase 
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a permis d'augmenter davantage la spécificité et l'efficacité pour certains sites, ce qui la rend 
encore plus sécuritaire (597, 611). 
 
Bien que plusieurs études défendent l’innocuité de l’intégrase (voir précédemment et suite), 
trois études montrent dans les Huh7, HCT116 et dans les fibroblastes primaires  que des 
translocations peuvent se produire suite à l’intégration (598, 612, 613). L’analyse de plusieurs 
clones dans ces études a permis de quantifier les translocations induites par l’intégrase à 
environ 15 à 35 % des clones analysés, ce qui est très élevé. Dans les cellules primaires de 
cordon ombilical, une fréquence de translocation de seulement 1,3 % (4 sur 300 métaphases) a 
été constatée (585). Actuellement, on ignore pourquoi les fréquences de translocation varient 
autant parmi les différents types cellulaires étudiés. Dans le cas de cellules musculaires, on 
ignore quelle est la fréquence de ces translocations. 
 
Pour déterminer le risque que des translocations ou des insertions à l’intérieur d’un gène 
activent un proto-oncogène, un modèle de souris, dont l’expression c-myc est inductible, a été 
employé pour faciliter le développement de tumeurs. Lorsque l’expression de c-myc est 
induite les souris développent des tumeurs hépatiques. L’injection hydrodynamique dans la 
circulation d’une solution saline favorise à elle seule le développement des tumeurs 
puisqu’elle causerait des dommages et stimulerait la prolifération cellulaire. Quant à 
l’injection de l’intégrase avec le plasmide attB, elle ne favorise pas plus le développement des 
tumeurs. Ces données suggèrent qu’in vivo, l’expression de l’intégrase n’entraîne pas et ne 
précipite pas le développement de tumeurs pendant la période étudiée (609). 
94 
 
1.7.6  L’efficacité de l'intégrase pour la thérapie génique contre la DMD 
 
Chez la souris, l’injection du tibialis anterior (TA) à l’aide de plasmides, encodant le facteur 
endothélial de croissance vasculaire (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) et 
l’intégrase, permet la production du facteur de croissance pendant au moins 40 jours à un 
niveau 1,4 fois plus élevé que le niveau basal (608). Ces résultats montrent la possibilité 
d'exprimer à moyen terme un facteur de croissance avec l'aide de l'intégrase.  
 
Dans le TA de la souris mdx, l'électroporation de deux plasmides, l'un contenant l'attB et une 
cassette d'expression de la dystrophine, et l'autre encodant l'intégrase, permet d'exprimer la 
dystrophine dans environ 15 à 20 % des fibres du muscle. À six mois postélectroporation, 55 ± 
31 et 164 ± 41 fibres sont positives à la dystrophine en absence ou en présence de l'intégrase, 
respectivement. Le niveau de l'expression de l'ARNm de la dystrophine est 8 fois plus élevé en 
présence de l'intégrase. Un plasmide, encodant la luciférase, a été coélectroporé avec un 
plasmide encodant l'intégrase et un plasmide encodant une cassette d'expression de la 
dystrophine (transportant aussi un site attB). La diminution du signal luciférase est moins 
prononcée pendant 6 mois et la différence de signal avec et sans dystrophine atteint ~2 log. 
Ces données suggèrent que l'expression de la dystrophine a un effet protecteur sur le muscle. 
Elle réduirait les dommages découlant de la pathologie en entraînant une perte plus lente du 
plasmide luciférase. Cette observation est corroborée par la prise du colorant bleu Evans dans 
les fibres endommagées qui est réduite ~8 fois en présence d'intégrase (5,2 % des fibres). De 
plus, les fibres positives à la dystrophine sont ~2,8 fois plus longues en présence de l'intégrase, 
un signe qu'elles sont en meilleure santé et probablement plus puissantes. L’ensemble des 
résultats de l'étude démontre le potentiel thérapeutique de l'intégrase pour exprimer la 
dystrophine à long terme dans le modèle murin de la DMD (607). 
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Malgré la pertinence et la qualité exceptionnelle de cette étude, il n'en demeure pas moins que 
beaucoup d’éléments demeurent sans réponses. Les sites d'intégration n'ont pas été analysés, 
ni l'efficacité d'intégration évaluée. Dans les fibres multinucléées, on ne sait pas combien de 
noyaux doivent intégrer la cassette de la dystrophine pour devenir positives à la dystrophine, 
ni pour avoir un effet thérapeutique. On ne connait pas non plus l'efficacité d'intégration dans 
les cellules satellites musculaires. De plus, l'expression de la dystrophine observée dans 164 
des fibres (sur environ 1700) est fort probablement insuffisante pour avoir un gain significatif 
de force musculaire. 
 
1.7.7  Les autres applications thérapeutiques 
 
L’utilisation de l’intégrase s’est avérée prometteuse dans plusieurs modèles de maladies 
d’origine génétique: l’hémophilie de type B (déficience en FIX, (573, 600)), l’épidermolyse 
bulleuse héréditaire (595), la tyrosinémie héréditaire de type I (599) et la DMD (358, 361, 
607). Deux avantages principaux de l’utilisation de l’intégrase, ressortent de ces études de 
thérapie génique et cellulaire. L’intégration stabilise l’expression d’un gène thérapeutique au 
moins 6 mois in vivo. Dans les cas étudiés, elle permet aussi de corriger la pathologie. D'autres 
applications de l’intégrase s'avèrent prometteuses pour des maladies : associées aux 
articulations (614), oculaires (615), vasculaires périphériques (608) et pulmonaires (604). 
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1.8 Les promoteurs musculospécifiques 
1.8.1 Des avantages pour la thérapie génique contre la DMD 
 
La régulation précise de l'expression du transgène, par un promoteur musculospécifique, peut 
s'avérer un élément clef dans le succès d'un traitement. L'expression ectopique d'une protéine 
thérapeutique dans tout l'organisme peut être toxique, susciter une réponse immunitaire, 
entraîner des effets secondaires chez le patient et diminuer l'effet et/ou la durée du traitement. 
Il y a donc un attrait à créer des promoteurs tissus-spécifiques pour la thérapie génique.  
 
Dans l'environnement musculaire dystrophique, les nombres de macrophages et de cellules 
dendritiques sont augmentés de 20 et 7 fois, respectivement, par rapport aux muscles sains 
(pour revue, (493)). S’ajoute aussi le fait que comme la plupart des cellules, les fibres 
musculaires produisent aussi des cytokines pro-inflammatoires augmentant davantage 
l’inflammation. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes circulant dans le muscle peuvent 
activer des lymphocytes T dans le ganglion proximal (pour revue, (616)). L'environnement du 
muscle dystrophique est donc très susceptible à entraîner une réponse immunitaire après 
l’injection d'un HD (encodant la dystrophine) à cause de l’abondance des cellules 
immunitaires et de l’inflammation. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes pourraient 
déclencher une réponse cytotoxique (via lymphocytes CD8+) ou humorale (via lymphocytes 
CD4+ et lymphocytes B) contre le transgène (pour revue de l’activation des lymphocytes, 
(617)). En effet, si l’organisme n’a jamais vu la dystrophine, certains peptides de la protéine 
seront exposés à la surface cellulaire et ils seront perçus comme du non-soi par le système 
immunitaire. Par conséquent, le bénéfice thérapeutique d'un promoteur musculospécifique sera 
notable, car il permettra de restreindre l’expression de la dystrophine uniquement aux fibres 
musculaires et non aux cellules spécialisées dans la présentation d’antigène. 
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L'attrait principal des promoteurs viraux est probablement leur activité généralement 
supérieure aux promoteurs cellulaires. Les promoteurs viraux, comme le CMV et 
possiblement le CAG (contenant l’enhancer immédiat du CMV et le promoteur de l’actine β 
aviaire), contiennent des CpG qui peuvent être méthylés après transfert génique. La 
méthylation des CpG peut conduire à l’atténuation du promoteur, ce qui peut diminuer la 
durée d'expression d'un transgène. L’injection intramusculaire d’un vecteur adénoviral de 
première génération, contenant le promoteur CMV et une séquence encodant le facteur de 
croissance FGF-4, conduit également à une perte d’expression, jusqu’à 385 fois de l’ARNm 
du transgène sur une période de 28 jours en considérant la perte de l’ADN du vecteur. Brooks 
et al. ont analysé le patron de méthylation de l’ADN du promoteur CMV et ils ont trouvé que 
l’enhancer était fortement méthylé, soit jusqu’à 70 % des cytosines présentes (618). 
L’utilisation d’inhibiteur de méthylases peut rétablir l’expression d’un transgène (619).  
 
La méthylation des histones a également été observée chez des souris transgéniques qui 
contiennent le promoteur CMV. Les marques de méthylation H3K9 et H3K27 sont déposées 
sur l’histone dans certains tissus, correspondant généralement à de la chromatine peu active 
transcriptionnellement. La protéine Methyl CpG binding protein 2 (MeCP2) s’associe 
également au promoteur. MeCP2 est un recruteur des déacétylases d’histones et de la 
transférase de méthyle H3K9. Quant à la marque H3K4, associée à une transcription active ou 
en voie d’activation, elle demeure toujours présente au promoteur. Il est donc possible que le 
promoteur soit prêt à être réactivé (620).  
 
L'activité du CMV peut être régulée par les niveaux de cytokines. Une augmentation des 
niveaux de l’interféron γ entraîne des diminutions d'expression (621, 622). Ce scénario 
pourrait se produire dans les muscles dystrophiques de patients DMD puisque l’on retrouve 
des hauts niveaux de cytokines par rapport aux muscles normaux. L’inhibition de l’activité du 
CMV pourrait potentiellement nuire à l’expression d’un gène thérapeutique. Un promoteur 
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musculospécifique, utilisé dans le cadre de la DMD, doit permettre une expression à long 
terme, être spécifique et puissant même dans un contexte, où l’inflammation est élevée.  
 
1.8.2 Les promoteurs muscles spécifiques 
 
Plusieurs promoteurs musculospécifiques ont été développés dans le cadre de la thérapie 
génique. Certains se comparent en force à de puissants promoteurs tels que le CMV ou le 
CAG (ou encore appelé CB) dans les muscles. La plupart de ces promoteurs 
musculospécifiques ont une petite taille (sauf pour le promoteur de la desmine), ce qui est 
avantageux, car ils peuvent s’insérer dans le rAAV. Puisqu’ils sont musculospécifiques, ils 
dirigent l’expression d’un transgène préférentiellement dans le tissu musculaire, ce qui peut 
avoir plusieurs avantages (voir la section 1.8.1). Mon équipe a produit deux promoteurs 
musculospécifiques particulièrement intéressants (623). Les promoteurs les plus prometteurs 
(incluant ceux de mon équipe) sont décrits dans les paragraphes qui suivent. 
 
À partir d'une librairie, constituée de plusieurs éléments typiques retrouvés dans plusieurs 
promoteurs / enhancer des gènes musculaires, l'équipe de Li et al. 1999 ont fait un assemblage 
aléatoire de ces séquences. Plusieurs promoteurs sont ressortis gagnant de cette étude. Parmi 
ceux-là, le promoteur SPc5-12 (312-pb) est d’environ 6 à 8 fois plus puissants que le CMV 
après injection intramusculaire de plasmides encodant la luciférase (624).  
 
Plusieurs promoteurs ont été générés à partir du promoteur de la créatine kinase musculaire 
(MCK, Muscle Creatin Kinase). Le premier développé est le CK6 (625). Il est constitué 
d’enhancers du promoteur MCK et les séquences du promoteur minimal, pour une taille 
inférieure à 600 pb. Il atteint 12 % de la force du CMV dans le tibialis anterior lorsque livré 
par un vecteur adénoviral de première génération. Dans une autre étude (626), le même 
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promoteur atteint le niveau du CMV dans le muscle lorsque livré par un rAAV. Il est peu actif 
dans les cellules dendritiques et hépatiques. Une autre étude a permis de détecter l'expression 
d'un transgène jusqu'à 4 mois après l’injection d’un vecteur adénoviral de première génération.  
Toutefois, le promoteur est peu actif dans le cœur en comparaison au CMV, mais il est assez 
fort dans le muscle (627). 
 
Un autre promoteur, beaucoup plus long celui-ci est celui du gène de la desmine. Il fait 1,7 kb 
et démontre de l’activité dans les muscles squelettiques, cardiaque et lisses (326, 628, 629). 
Utilisé pour réguler l’expression dans un vecteur lentiviral, il rivalise en puissance avec le 
promoteur CMV (326). 
 
Le promoteur MHCK7 (770-pb) est comparable en force au CMV et au RSV (Rous Sarcoma 
Virus). Il est constitué de l'enhancer du MCK, de l'enhancer des chaînes lourdes de la myosine 
α et du promoteur proximal de MCK. Le MHCK7 est actif dans plusieurs muscles, dont le 
coeur, le diaphragme et les muscles squelettiques. Quant à son activité dans les cellules 
dendritiques JAWSII, elle n'est pas détectable. La livraison systémique d'un rAAV6, contenant 
une microdystrophine régulée par MHCK7, permet d'exprimer le transgène pendant au moins 
10 semaines dans près de 100 % des fibres (coeur, quadriceps et diaphragme) des souris mdx 
adultes (210).  
 
Un autre promoteur, issu de la trimérisation de l'enhancer du MCK (tMCK, ~720 pb), dépasse 
en activité le niveau d'expression du CMV de 4 fois dans les muscles (626) un mois après 
l’injection d'un rAAV2. Ce promoteur a une préférence pour les fibres rapides et il n’exprime 
à peu près pas le transgène dans le cœur. Dans la même étude, l'ajout de l'enhancer du MCK 
au promoteur SPc5-12 (624) augmente de 2 à 3 fois l'expression de la microdystrophine 
jusqu'à trois mois postinjection. De plus, le promoteur n'a pas de préférence de type de fibre 
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permettant l'expression dans tout le muscle cardiaque et les muscles squelettiques. Cette 
caractéristique est utile dans le traitement de la DMD. 
 
1.8.3 La régulation du promoteur endogène de la troponine I 
 
Lors du développement foetal chez les rongeurs, l’expression des deux isoformes de la 
troponine (TnIS et TnIF) n’est pas encore ségrégée entre les fibres lentes et rapides (630, 631). 
Dans le cœur, la TnIS est exprimée seulement durant l’embryogenèse pour disparaître au 
détriment de l’isoforme cardiaque (632). Après la naissance, le niveau de troponine I 
augmente dans les muscles squelettiques suite à l'innervation par les motoneurones (633). 
Plusieurs essais de délétions dans la région en aval et en amont du gène ont permis de trouver 
deux séquences régulatrices. Un élément de régulation a été trouvé dans le premier intron du 
gène de caille (634) permettant l’expression spécifique du TnIF dans les fibres rapides. Un 
autre élément (SURE, Slow Upstream Regulatory Element et appelé USE, Upstream Slow 
Enhancer (623)) confère la spécificité aux fibres lentes de l’isoforme TnIS. L’élément SURE a 
été trouvé en amont du gène de rat (635) et il est conservé chez l'humain (636, 637).  
 
Dans le SURE de rat (section 4.4.1, Figure 4-1), cinq motifs différents sont retrouvés en 5' 
vers 3' du promoteur. Le premier est un motif de type bicoïde, le BLM (bicoid-like motif). 
Selon Calvo et al., cette séquence consensus serrait liée par le facteur général de transcription 
GTF3 ou MusTRD1 (631, 638), son orthologue humain (Muscle TFII-I Repeat Domain 
containing protein 1). GTF3 est similaire à TFII-I (transcription factor II-I) en structure et 
pourrait avoir plusieurs partenaires. L'expression de GTF3 entraînerait la répression directe ou 
indirecte de la transcription du gène TnIS dans les fibres rapides, mais le mécanisme précis est 
inconnu. Si le motif BLM est retiré, l'expression de la troponine I lente n'est plus restreinte aux 
fibres lentes, pouvant ainsi, être exprimée dans les fibres rapides (631). 
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Le deuxième le motif dans l'élément SURE est le CAGG qui est actuellement orphelin en 
facteur de liaison connu. En 3' se trouve un motif CACC lié par les facteurs de transcription 
Sp1, un site MEF-2, lié par MEF-2 et une boîte E (E-box) qui peut accueillir la 
MyoD/myogénine. Ces trois motifs sont suffisants pour conférer la spécificité aux muscles et 
joue le rôle d'enhancer chez le rat (631, 633). La myoD/myogénine et MEF-2 agissent souvent 
ensembles et occupent un rôle important dans le programme de différentiation des myoblastes 
en tissu musculaire (639). 
 
1.8.4 Les promoteurs musculospécifiques USE et ΔUSE 
 
En 2010, notre laboratoire a publié un article sur un promoteur musculospécifique issu du 
gène de la troponine I lente humaine ((623), brevet soumis (640)). Chez l'homme, la séquence 
régulatrice de l’expression de la TnIS se retrouve dans une portion de 164 pb situés en amont 
du gène humain (-1036 pb to -873 pb, USE). L'élimination des motifs CAGG et surtout BLM 
(-940 pb à -873 pb, ΔUSE) retire la spécificité de l'isoforme TnIS aux fibres lentes chez le rat 
(631). Globalement, le nombre d'éléments USE et ΔUSE multimérisés augmente la force du 
promoteur minimal de la TnIS. La nomenclature des promoteurs est telle quelle : ils sont 
appelés par leur élément, leur nombre de copies et ils comprennent le promoteur minimal de la 
TnIS (-95-pb à +56-pb) en plus du premier intron du virus SV40 (Simian virus 40) pour 
stabiliser l’expression du transcrit (641).  
 
L'électroporation du tibialis anterior avec un plasmide encodant la β-galactosidase, régulée 
par les promoteurs USEx3 et ΔUSEx3 (contenant trois copies du USE et ΔUSE 
respectivement) permet d’obtenir l’expression de la β-galactosidase dans 15 % des fibres des 
souris adultes. En utilisant cette méthode, leur force est comparable au promoteur CMV. Le 
muscle TA est constitué jusqu’à 95 % de fibres rapides (635), ce qui suggère que les deux 
promoteurs sont actifs dans les fibres rapides. L'électroporation de ces constructions dans le 
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soleus de souris, un muscle constitué de fibres lentes et rapides, montre une activité 
indépendante du type de fibre. Pour expliquer cette observation, il a été proposé que la 
multimérisation des éléments USE pourrait déréguler la spécificité de l'expression dans les 
fibres rapides, mais pas la spécificité aux muscles (623). 
 
Dans l'optique d’optimiser l’expression de la dystrophine (pour la thérapie génique de la 
DMD), USEx3 et ΔUSEx3 présentent des avantages importants, car ils sont capables 
d'exprimer fortement un transgène dans les fibres rapides et lentes, ainsi que d'être peu actif 
par rapport au CMV dans les autres tissus (623). Les deux promoteurs (USEx3 et ΔUSEx3) 
s'équivalent en force et en spécificité dans le contexte d’un plasmide, mais le ΔUSEx3 est  un 
peu plus court (504 pb vs < 800 pb). De plus, le promoteur peut être encore réduit (à 352 pb) 
en éliminant des séquences inutiles ajoutées lors des clonages. Sa petite taille présente un 
avantage notable pour l'AAV puisqu’il possède une faible capacité d'encapsidation (623).
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Chapitre 2 
2 Problématique générale 
 
La DMD est caractérisée par une dégénérescence progressive des muscles cardiaques et 
squelettiques. Elle est le résultat de mutations dans le gène de la dystrophine qui entraînent 
l’absence de la dystrophine fonctionnelle des fibres musculaires, ce qui fragilise le muscle. 
L’une des pistes envisagées pour traiter la DMD est d’insérer dans les muscles une copie du 
gène de la dystrophine à l’aide d’un vecteur viral. Parmi les nombreux types de vecteurs 
viraux développés au cours des dernières années, le HD possède des propriétés très 
intéressantes pour ce type d’application. L’abolition complète des gènes de l’adénovirus le 
rend peu toxique, faiblement immunogénique et lui donne une capacité de transport d’à peu 
près 35 kb (pour revue, (457)). Ce dernier atout est particulièrement intéressant, car il est l’un 
des rares vecteurs viraux à pouvoir transporter l’ADN complet codant pour la dystrophine (12 
kb). Il a été démontré que l’injection du vecteur dans le muscle mitigeait la pathologie pendant 
au moins 1 an chez la souris mdx (déficiente pour la dystrophine). Par contre, à partir de 6 
mois suivant l’injection, l’expression de la dystrophine diminuait progressivement, 
compromettant l’efficacité de la thérapie à plus long terme (467, 468). Les causes de cette 
diminution ne sont pas claires, mais des indices nous pointent vers deux pistes possibles (voir 
les deux prochaines sections). Pour développer un traitement durable et administré qu’une 
seule fois chez le patient, il faudrait stabiliser l’expression de la dystrophine dans les muscles.  
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2.1 L’intégration de l’ADN du HD, hypothèse de travail et objectifs 
 
Le premier indice provient du dosage de l’ADN du HD dans les muscles. Dans l’étude 
mentionnée ci-haut, la quantité d’ADN chutait d’au moins 5 fois pendant un an (467, 468). Il 
est connu qu’après la transduction, l’ADN du HD va dans le nucléoplasme des cellules 
transduites pour y rester sous forme épisomale (pour revue, (481)). Étant donné que le HD est 
non réplicatif et que le muscle dystrophique est graduellement remplacé (par les cycles de 
destruction et de régénération, section 1.1.3), il serait possible que l’ADN du vecteur se dilue 
au fil du temps.  Il est aussi possible que l’ADN du HD dans le nucléoplasme est 
progressivement dégradé ou que des phénomènes épigénétique (voir plus bas) inhibent sa 
transcription. La nature épisomique du vecteur pourrait expliquer en partie la réduction de 
l’expression de la dystrophine. Une solution envisageable serait d’intégrer le HD dans les 
chromosomes cellulaires pour maintenir l’expression de la dystrophine dans le muscle. Cette 
approche a été utilisée maintes fois pour stabiliser l’expression d’un transgène (354, 355, 361, 
607). L’intégration serait particulièrement utile dans les cellules satellites puisqu’elles sont des 
acteurs majeurs de la régénération musculaire (642) et qu’elles migrent beaucoup (643) 
(élargissant l’effet du traitement, voir section 1.1.4). L’intégration de l’ADN du HD 
permettrait sa réplication au moment de la division cellulaire. 
 
L’intégrase du phage ΦC31 est utilisée couramment pour intégrer des plasmides dans le but de 
stabiliser l’expression d’un transgène. Elle dirige spécifiquement l’intégration dans un groupe 
restreint de sites présents dans le génome (entre 100 et 1000, voir section 1.7, (574)). Plusieurs 
études indiquent que l’intégrase est sécuritaire. Une analyse détaillée de plusieurs dizaines de 
sites a révélé que très rares étaient ceux situés près de proto-oncogènes (576). De plus, 
l’expression normale des gènes a été constatée à proximité du site d’intégration (585). Aucune 
tumeur n’a encore été rapportée in vivo due à l’utilisation de l’intégrase (609). Pour tous ces 
avantages, l’intégrase est un bon choix pour intégrer un fragment d’ADN de façon sécuritaire. 
Comme le génome du HD, au même titre que le plasmide, il est constitué d’ADN, j’ai alors 
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émis l’hypothèse que l’ADN du HD pouvait être intégré à partir de l’intégrase du phage 
ΦC31. Cette hypothèse est le fondement de ma première étude (Chapitre 3). 
 
 
Les objectifs de cette étude sont : 
 
1)  Démontrer la capacité de l’intégrase ΦC31 à intégrer le HD dans les chromosomes 
cellulaires.  
2) Bien caractériser le système en déterminant son efficacité, sa spécificité, son innocuité et 
son mécanisme d’intégration. 
3)  Évaluer la faisabilité de cette approche pour la thérapie génique 
 
2.2 L’expression musculospécifique, hypothèse de travail et objectifs 
 
Au fil du temps, les cellules eucaryotes ont développé des mécanismes cellulaires efficaces 
pour contrer l’expression des gènes viraux. La méthylation de l’ADN, la modification des 
histones, le recrutement de répresseurs ont déjà été observés dans le cas de promoteur viraux 
(618, 644, 645) (pour revue, (646)). Dans l’étude présentée plus haut (467, 468), un puissant 
promoteur hybride (CAG) a été utilisé avec le HD pour réguler l’expression de la dystrophine. 
Hors, il est possible que le promoteur ait subi les effets du silencing (une atténuation de son 
activité) par les divers mécanismes introduits plus haut. Une solution envisageable contre le 
silencing est d’utiliser un promoteur cellulaire et musculospécifique (pour la DMD). Puisque 
le promoteur n’est pas dérivé d’un agent infectieux (construit plutôt à partir d’éléments actifs 
du muscle squelettique), il devrait être moins susceptible au silencing. 
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Le deuxième indice provient de l’analyse du sérum de souris mdx injectées avec le HD. Elle 
révéla la présence d’anticorps spécifiques contre la dystrophine (467, 468). N’oublions pas 
que le système immunitaire a pour rôle de protéger l’organisme contre les substances 
étrangères. Chez les souris déficientes en dystrophine, l’expression d’une copie fonctionnelle 
de la dystrophine, mais étrangère à l’organisme, engendrerait une réponse immunitaire. Une  
réponse similaire a déjà été observée chez l’humain à partir d’un AAV encodant une 
microdystrophine. L’expression était régulée par le promoteur ubiquitaire CMV (13). Étant 
donné que les promoteurs comme le CMV et CAG sont actifs dans les cellules 
professionnelles présentatrices d’antigènes (209, 647), ils pourraient déclencher une réponse 
immunitaire adaptative (pour revues, (616, 617)). Plusieurs études ont démontré que 
l’expression tissu-spécifique d’un transgène était un moyen efficace pour contourner la 
réponse immunitaire et pour prolonger la durée d’expression d’un gène thérapeutique (361, 
493, 516) (pour revue, (648)). 
 
Mon équipe a publié (623) et breveté (640) un nouveau promoteur musculospécifique 
(ΔUSEx3) très puissant pour la thérapie génique. ΔUSEx3 a été créé par la fusion de plusieurs 
éléments musculospécifiques en amont du gène de la troponine I lente (voir section 1.8.4). Les 
éléments restrictifs aux types de fibres lentes ont été enlevés dans le but de rendre actif le 
promoteur dans tous les types de fibres (lentes et rapides). Le fait que ΔUSEx3 soit constitué 
d’éléments endogènes très actifs dans les muscles, cela pourrait lui conférer une résistance au 
silencing dans les muscles. Plusieurs expériences ont démontré la spécificité musculaire de 
ΔUSEx3 (623), même s’il reste encore à évaluer son activité dans les cellules spécialisées pour 
la présentation d’antigènes. 
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Bien que ΔUSEx3 ait déjà été employé avec succès avec les plasmides auparavant (623), il n’a 
jamais été évalué dans le contexte de vecteurs viraux comme le HD et le LV. De par la nature 
des protéines associés à l’ADN (ou pro-ADN pour le LV) et de par l’organisation du génome 
viral (épisomique pour le HD et chromosomique pour le LV intégré), ces vecteurs viraux 
diffèrent largement des plasmides. Cela pourrait moduler l’activité d’un promoteur tissu-
spécifique tel que le ΔUSEx3. Ma deuxième étude (Chapitre 4) est fondée sur l’hypothèse 
suivante : que l’efficacité et la spécificité du promoteur ΔUSEx3 ne seront pas affectées par le 
type de vecteur utilisé (HD et du LV) et qu’il sera plus stable qu’un promoteur viral. 
 
 
Cette étude a pour objectifs : 
  
1) Déterminer si ΔUSEx3 conserve sa force et sa spécificité dans le contexte du HD et du LV 
in vitro et in vivo. 
2) Évaluer la stabilité de ΔUSEx3 in vitro dans les chromosomes cellulaires suite à 
l’intégration d’un LV.
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3.1 Abstract 
 
Adenoviral vectors deleted of all their viral genes (helper-dependent [HD]) are efﬁcient gene-
transfer vehicles. Because transgene expression is rapidly lost in actively dividing cells, we 
investigated the feasibility of using phage ΦC31 integrase (ΦC31-Int) to integrate an HD 
carrying an attB site and the puromycin resistance gene into human cells (HeLa) and murine 
myoblasts (C2C12) by co-infection with a second HD-expressing ΦC31-Int. Because the HD 
genome is linear, we also investigated whether its circularization, through expression of Cre 
using a third HD, affects integration. Efﬁcacy and speciﬁcity were determined by scoring the 
number of puromycin-resistant colonies and by sequencing integration sites. Unexpectedly, 
circularization of HD was unnecessary and it even reduced the integration efﬁcacy. The 
maximum integration efﬁcacy achieved was 0.5% in HeLa cells and 0.1% in C2C12 
myoblasts. Up to 76% of the integration events occurred at pseudo attP sites and previously 
characterized hotspots were found. A small (two- to three-fold) increase in the number of γ-
H2AX positive foci, accompanied by no noticeable change in γ-H2AX expression, indicated 
the low genotoxicity of ΦC31-Int. In conclusion, integration of HD mediated by ΦC31-Int is 
an attractive alternative to engineer cells, because it permits site-speciﬁc integration of large 
DNA fragments with low genotoxicity. 
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Traduction du résumé 
Les vecteurs adénoviraux sans gène viral (HD) sont des véhicules très efficaces pour le 
transfert génique. Toutefois, l’expression d’un transgène avec le HD est rapidement perdue 
dans les cellules en division. Dans cette étude, nous avons étudié la faisabilité d’employer une 
intégrase, celle du bactériophage ΦC31 (ΦC31-Int), pour accomplir l’intégration d’un HD 
dans les cellules humaines et dans les myoblastes de souris. Le HD transporte un site attB 
(reconnu par l’intégrase) et une cassette d’expression de la puromycine tandis qu’un second 
HD a été employé pour livrer ΦC31-Int. Étant donné que l’ADN du HD est linéaire, nous 
avons examiné la possibilité que sa circularisation par la Cre recombinase (livrée via un 
troisième HD) puisse affecter l’efficacité d’intégration. L’efficacité et la spécificité 
d’intégration ont été mesurées en comptant le nombre de colonies résistantes à la puromycine 
et en séquençant les sites d’intégration respectivement. De façon inattendue, la circularisation 
de l’ADN du HD a réduit son efficacité d’intégration. Le maximum d’efficacité d’intégration 
obtenu a atteint 0,5 % dans les cellules HeLa et 0,1 % dans les myoblastes C2C12. Jusqu’à 76 
% des événements d’intégration ont eu lieu de façon spécifique à des sites pseudo attP et dont 
plusieurs sont connus comme étant des endroits plus propices à l’intégration. Une légère 
augmentation (2 à 3 fois) du nombre de foci positifs à γ-H2AX (sans changement d’expression 
apparent) indique une faible génotoxicité en présence de ΦC31-Int. En conclusion, 
l’intégration du HD par ΦC31-Int est une méthode intéressante pour l’ingénierie cellulaire 
parce qu’elle permet l’intégration site-spécifique de très long fragments d’ADN de façon peu 
génotoxique. 
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3.2  Introduction 
 
Stable insertion of exogenous DNA within the cell chromosomes has several important 
applications in fundamental research and applied biotechnology. One of the simplest methods 
to integrate a DNA fragment (usually a plasmid) into the chromosomes is by transfection. A 
major limitation of this approach is the relatively low (and highly variable) integration efﬁcacy 
found among different cell types with a frequency of approximately 10
-3
 per transfected cell 
(650). The integration occurs randomly (651) and therefore makes the sites of integration 
unpredictable. Additional limitations are: some cells can be very difﬁcult to transfect and 
transfection efﬁcacy decreases with the plasmid size (652). The most efficient method to 
integrate a gene of interest is by means of retroviral vectors (653, 654). Retroviral vectors 
derived from lentivirus (lentiviral vectors), can integrate their DNA into both dividing and 
non-dividing cells; whereas those derived from simpler oncoretrovirus require breakdown of 
the nuclear envelope during mitosis. One disadvantage of retroviral vectors is their functional 
limited transport capacity of about 6-7kb (312). Integration occurs nonspecifically, often 
(depending of the vector type) with a strong bias towards active transcription units (655). 
 
One of the most popular vectors for gene transfer and gene therapy applications is derived 
from adenoviruses. Adenoviral vectors (Ad) readily transduce both dividing and non-dividing 
cells. The first generation of Ad developed (E1-deleted) retained most of its viral genes and 
exhibited limited transport capacity comparable to retroviral vectors. Subsequent improvement 
was achieved using Ad devoid of all viral genes (referred to as helper-dependent, [HD] or 
gutless). The absence of viral genes reduces the toxicity of HD and allows for a substantial 
increase in transport capacity of up to 35-kb (656). For this reason, HD is an ideal vehicle for 
large cDNA segments, such as dystrophin, multiple copies of an expression cassette, entire 
loci and native promoter elements. The normal life cycle of adenovirus does not involve its 
integration into the chromosome. Consequently, although vectors derived from this virus, such 
as HD, provide sustained expression in non-mitotic tissues such as adult liver and skeletal 
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muscle, expression is rapidly lost in actively dividing cells, due to the episomal nature of the 
vector. Nevertheless, a low level of random (also termed heterologous or basal) integration of 
Ad (frequencies ranging from 10
-5
 to 10
-2
 per cell) has been documented in mammalian cells 
(532, 533, 534, 535). 
 
The Streptomyces ΦC31 phage produces a site-specific integrase (ΦC31-Int) widely used as a 
genome engineering tool. In nature, it mediates efficient recombination between two 
attachment sites, attB and attP, which are present on the bacterial and phage genome, 
respectively (581). Minimal functional sizes are 34-bp and 39-bp respectively (586). The 
recombination results in the integration of the phage genome into the bacterial chromosome. 
Interestingly, ΦC31-Int is also active in mammalian cells and no additional protein is 
necessary to promote integration. When a plasmid containing an attB site is introduced into a 
mammalian cell that expresses ΦC31-Int, this enzyme mediates integration of the plasmid into 
the chromosomes at speciﬁc sites known as pseudo attP sites. These sites share homology with 
the wild-type attP site (574, 576). Although 100-1000 pseudo attP sites are predicted to exist 
in the human chromosomes, the integration is biased towards only a limited number of sites. 
Additional factors inherent to the cell type and transfection conditions also affect the ability of 
ΦC31-Int to promote integration (588, 589). The frequency of integration obtained with this 
integrase varies from 10
-5
 to 10
-1
 integration events per cell (361, 574, 585, 595, 596, 598). 
The site-specific integration of ΦC31-Int has been successfully exploited to stably modify the 
genome of cells in vitro and to provide stable gene expression in various tissues of the body 
for gene therapy applications (358, 572, 583, 595, 600, 607). 
 
In the present study, we investigated the efficacy and site-specificity of ΦC31-Int mediated 
integration of HD into mammalian cells. Our objective was to develop a vector with the 
valuable properties of HD (e.g. large cargo space, high-titers, good transduction efficacy, 
physical stability), with the added benefit of safe integration (through targeted integration) in 
order to provide long-term expression in actively dividing cells. Since the HD genome consists 
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of a linear double stranded DNA, and previous experiments with ΦC31-Int in mammalian 
cells were performed with circular templates (plasmids and in one case with a circularized HD 
(572)), we compared the integration efficacy of HD mediated by ΦC31-Int using linear and 
circularized HD genomes. We showed that the integration efficacy and specificity for pseudo 
attP sites were maintained in the context of HD in human and murine cell lines with minimal 
toxicity. Most importantly, we demonstrated that circularization of the HD genome was 
unnecessary and furthermore that integration of the linear HD was more efficient. We 
conclude that targeted integration of HD mediated by ΦC31-Int is a valuable alternative to 
plasmid DNA when a large cargo is needed or for cells and tissues that are difficult to 
transfect. 
 
3.3  Materials & methods 
 
3.3.1  Cell culture 
 
HeLa, HEK 293 and 293FLPe cells (a generous gift of P. R. Lowenstein, Cedars-Sinai 
Medical Center, Los Angeles, CA) (450) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium supplemented with 2 mM L-glutamine and 5% fetal bovine serum. C2C12 cells were 
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 2 mM L-glutamine 
and 10% fetal bovine serum. HeLa, HEK293 and C2C12 were purchased from ATCC 
(Manassas, VA). Medium and cell culture reagents were bought from HyClone Laboratories 
Inc. 
 
3.3.2  Construction of plasmids and ΦC31-int expression  
 
DNA constructs were produced using standard molecular biology methods. Restriction and 
DNA-modifying enzymes were purchased from New England Biolabs. To construct a plasmid 
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(pGFPattB) necessary to produce HD-GFPattB, we first cloned two loxP sites into pCBDysFl 
(497). To clone the first site, a linker containing the loxP sequence was inserted into the 
unique SpeI site. Another linker was inserted into the unique SalI site to form the second loxP 
site. The attB site from pTA-attB (586) was excised by SalI digestion and cloned into the SalI 
site of pCBDysFl. The green fluorescent protein (GFP) and rabbit β-globin polyA sequences 
were amplified by PCR from pAdCMV5-GFPq (657) with specific primers (5’-
TATAACGCGTGCCACCATGGCTAGCAAAGGAG-3’; 
CACGACGCGGTGCGCGTAATATTTGTCTAGG-3’) and cloned into the MluI site 
downstream of the CAG promoter. The puromycin expression cassette was excised from pPur 
(Clontech Laboratories Inc.) using PvuII and BamHI and then blunt-ended using T4 DNA 
polymerase. This fragment was cloned between the blunt-ended NsiI and SphI sites in 
pCBDysFl.  The addition of c-myc and NLS to ΦC31-Int integrase was done by PCR using 
primers (5’-GGACTAGTGCCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAG-
AGGACTTGAATATGACACAAGGGGTTGTGACCG-3’; and 5’- 
CCGCGGATCCTCTAGACCTTCCTCTTCTTCTTAGGCGCCGCTACGTCTTCCGTGCC-
3’) and pCMV-Int (586) as the template. The PCR product was used to replace ΦC31-Int in 
pCMV-Int. The resulting constructs were named pCMV-Int(nls) containing both c-myc and 
NLS, and pCMV-Int(myc) containing only the c-myc. For preparation of pInt(nls), pInt and 
pCre, an AscI linker (5’-AGGCGCGCCT-3’) was first inserted into the SalI site of pCBDysFl. 
For cloning pInt(nls) a linker with AvrII and PacI sites (5’-CGCGTTTAATTAACCTAGGA-
3’) was inserted into the MluI site of pDysFl-AscI. pCMV-Int(nls) was digested by AvrII and 
PvuI and the fragment was cloned into the newly created AvrII/PacI sites of pCBDysFl-AscI. 
Cre recombinase was isolated from pBS39 (ATCC; Manassas VA) by PCR using primers (5’-
CCGGGAATTCGCCAC-CATGTCCAATTTACTGACC-3’ and 5’-
TCCTGAATTCCTAATCGCCATCTT-CCAGC-3’). The PCR fragment was cloned into the 
EcoRI site of pIRES2-DsRed-Express (Clontech Laboratories). The ΦC31-Int gene was 
isolated from pCMV-Int and was inserted in pIRES2-DsRed-Express after digestion with 
BamHI and SacI. Two AscI sites were inserted flanking either Int-IRES2-dsRed-Express or 
Cre-IRES2-dsRed-Express. Removal of biscistronic genes using AscI digestion permitted 
cloning into MluI site of pCBDysFl-AscI thus generating pInt and pCre. 
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The intracellular localization of ΦC31-Int(myc) and ΦC31-Int(nls) was detected by 
immunofluorescence microscopy.  HEK293 cells were transfected with pCMV-Int(myc) or 
pCMV-Int(nls) using Lipofectamine 2000
TM
 (Invitrogen). Forty-eight hours post-transfection, 
the cells were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized with 0.5% Triton X100 and 
reacted with a myc-tag monoclonal antibody (Clone 9E10, Sigma-Aldrich Canada Ltd) and 
with a FITC-conjugated anti-mouse secondary antibody. Nuclei were stained with HOECHST 
33342 (Sigma-Aldrich Canada Ltd.). Gene expression was detected by Western blotting of 
lysate prepared from transfected cells. The blots were probed with the myc-tag antibody 
followed by a horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG antibody (Amersham 
Biosciences). The signal was detected by chemiluminescence using the ECL Western blotting 
detection reagents (Amersham Biosciences) and exposed to X-ray films. 
 
3.3.3 Production of HD 
 
The procedure to prepare HD carrying two expression cassettes has been described previously 
(468, 469, 497). We used  a  similar procedure to produce HD-GFPattB, HD-Int(nls), HD-Int, 
and HD-Cre  by  self-ligation  of  the  expression  cassette,  stuffer DNA,  and  inverted  
terminal  repeats  (ITR)  derived  from pGFPattB, pInt(nls), pInt, and pCre respectively. After 
self-ligation, the DNAs were transfected on 293FLPe cells and HD were passaged using 
293FLPe and the helper virus (FL helper), as described (450, 658).  The construction and 
production of HDCB-lacZ-ITR, which encodes two copies of the gene for -galactosidase, has 
been described previously (658). For amplification of HD-GFPattB, we used helper virus 
named H-FRT-RFP. It is similar to FL helper, except it contains the E3 region and a dsRed 
expression cassette within its E4 region, which was deleted, except for the ORF6 region 
(unpublished data). The construction of this helper virus will be described elsewhere. HD-
GFPattB was purified using two continuous CsCl gradients (659) and desalted via a NAP-25 
column (GE Healthcare Biosciences AB). Other HDs were purified directly from cell lysates 
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with the Vivapure Adenopack 20
 TM
 columns (Sartorius Stedim Biotech GmbH). Vector stocks 
were stored at -80°C in 50 mM HEPES, pH 7.5, 2 mM MgCl2, 150 mM NaCl, and 5% 
sucrose. The titer of each HD (transducing units [TU] per ml), except for HD-Int(nls) was 
determined by flow cytometry (LSRII
TM
, Becton Dickinson) at 48 hr post-infection of 
HEK293 cells in the presence of helper virus (FL helper) at a multiplicity of infection (MOI) 
of 5. To titer HD-Int(nls), an anti c-myc antibody coupled to FITC (Clone 9E10, sc-40 FITC, 
Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz) was used to stained positive cells prior flow cytometry. 
The contamination level by the helper virus of our HD preparation was determined by plaque 
assay on HEK 293 cells. The ratios of helper virus titer (plaque assay) relative to HD titer 
(flow cytometry) was 0.09 for the CsCl purified HD-GFPattB, and 0.46, 0.87, 0.83 for HD-Int, 
HD-Int(nls) and HD-Cre respectively.  
 
3.3.4  PCR verification of HD-GFPattB circularization 
 
1 X 10
6
 HeLa cells in 60 mm plates were infected using different combinations of HD-
GFPattB (7.5 TU/cell) and HD-Cre (6 TU/cell). Two days after infection, a modified Hirt’s 
extraction was performed. The cells were incubated in lysis buffer (10mM Tris, 10 mM EDTA 
pH 7.5, 1.0% SDS and 0.18 g/ml proteinase K) for 4 hr incubation at 37ºC, then 1/5 volume 
of 5 M NaCl was added at 4°C. The next day, phenol-chloroform extraction followed by 
ETOH precipitation was performed on supernatants. Dry DNA pellets were resuspended in TE 
pH 8.5. A PCR reaction was performed using primers 5’-GTCAGTCATCCAGGCTTACC-3’ 
and 5’-CCGTGACCGTCGAGAA-3’ flanking loxP sites and Taq polymerase (New England 
Biolabs). Circularization produced a 520-pb band that was gel-purified and sequenced 
(Molecular Biology Analysis Platform, Université Laval, QC, Canada). 
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3.3.5  Southern blot 
 
5 x 10
6
 HEK 293 cells in 10 cm plates were transduced with the HD in the presence of helper 
virus at an MOI of 5. The viral DNA was isolated from the infected cells after 48 hr (as 
described above), digested with restriction enzymes and separated on an agarose gel. The 
DNA was then transferred to a Hybond-N+ positively charged nylon membrane by capillarity 
(GE Healthcare Biosciences) under alkaline conditions. Southern blotting was performed 
according to Roche’s procedures and reagents (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Germany). Chemiluminescence was detected on an Amersham Hyperfilm ECL (GE 
Healthcare Limited). The following primers were used to synthesize DIG-labeled probes: 
Stuffer 1, 5’-CGCTGCCTTGATATACAC-3’ and 5’-GCTGACTGCTGGCAAA-3’; Stuffer 
2, 5’-GCTTGTAAGTGCTCCC-3’ and 5’-GCCAGTCGGTAAGTTC-3’; Stuffer 3, 5’-
GGATTCAGGTACAGGAG-3’ and 5’-GCCTTAGCCTGTGTAAC-3’; attB site, 5’- 
TACTCCACCTCACCCATCT-3’ and 5’-GTTCGCCGGGATCAACTAC-3’; ΦC31-Int, 5’-
TCTCGGAATTGCTCGCC-3’ and 5’-ATGCGCTTACAAAGCC-3’; Cre, 5’-
AATCCTGTAGGTGATTGGGCAG-3’ and 5’-TATGCCTACAGCATCCAGGGTGAC-3’. 
 
3.3.6  Integration efficacy of HD and plasmid by a colony assay 
 
HeLa cells cultured in 12-well plates at 2.5 x 10
4
 cells/well were transduced with HD-GFPattB 
ranging from 1 to 50 TU per cell. NotI was used to linearize pGFPattB. Circular and linear 
construct were transfected with an optimized ratio of 1.6 µg DNA and 2.4 µL of 
Lipofectamine 2000
TM
 (Invitrogen). The next day, cells were split. Some cells were analyzed 
by flow cytometry and others were maintained in culture for the colony assay. To study 
integration of HD mediated by ΦC31-Int, we co-transduced cells with different combinations 
of HD-GFPattB, HD-Int, HD-Int(nls), HDCB-LacZ-ITR and HD-Cre. Transduction was done 
using cells at 70% confluency in either 12-well or 96-well plates, respecting surface/volume 
ratios. The cells in some wells were counted before transduction to obtain an accurate MOI. 
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The day after transduction, the cells were split and grown for 3 to 5 days. Cells were counted 
and equal numbers were seeded onto 10-cm plates (up to one million). In addition, 0.4 and 2.0 
µg / ml of puromycin dihydrochloride P-8833 (Sigma-Aldrich) were used for HeLa and 
C2C12 respectively, and selection was maintained during 7 to 9 days. The cells were stained 
with a solution of 2% methylene blue in 50 % EtOH. The number of colonies (groups > 4 
cells) per plate were counted using a microscope.  
 
3.3.7  Cell viability study  
 
3.5 x 10
5
 HeLa cells in 6-well plates were transduced with HD-Int at an MOI 20. The next 
day, the cells were washed with PBS and detached with trypsin. The medium and PBS wash 
were combined with the detached cells. Some cells were kept in culture and were processed 
identically at day 3, 4 and 8 post-transduction.  The cell suspension was centrifuged at 200 x g 
for 10 min and resuspended in PBS.  Propidium Iodide solution (Invitrogen) was added to 
samples at the final concentration of 2 µg/ml prior to flow cytometry analysis.  
 
3.3.8  Integration site mapping 
 
Several puromycin-resistant HeLa and C2C12 colonies were picked from different 
transduction conditions. Cells were cultured in 6-well plates, trypsinized when they reached 
confluency and then lysed in lysis buffer (same as for Hirt’s extraction) overnight at 37ºC. 
Genomic material was extracted by phenol-chloroform, precipitated with ethanol, resuspended 
in TE pH 8.5 and digested by AluI. The protocol supplied by the Universal GenomeWalker kit 
(Clontech Laboratories) was used for isolating integration events. The following two primers 
near the right arm from attB site were used for the nested PCR: GSPR1, 5’-
AGTGAAGCAGAACGTGGGGCTCACCTC-3’ and GSPR2, 5’-ATCAACTACCGCCA-
CCTCGACCCGTTC-3’. The PCR products were gel-purified and sequenced (Plate-forme 
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d’analyses génomiques, Université Laval, Québec, QC). To map the integration sites, the 
sequences were Blat (UCSC Genome Browser, genome.ucsc.edu) in human (Feb 2009, Hg19) 
or mouse (July 2007, mm9) genome. The integration position in the genome relative to 
intergenic, intronic and exonic regions was determined according to Refseq, Uniprot, 
GenBank, CCDS and comparative genomics. 
 
3.3.9  Analysis by PCR of HD-GFPattB structure after integration  
 
The genomic DNA from randomly selected HeLa clones generated by the integration of HD-
GFPattB at a pseudo attP site (in the absence of Cre) was used for the analysis.  The copy 
number of HD-GFPattB in the genome was determined by real time PCR using primers for 
GFP (5’-AGATGGTGATGTTAACGGCC-3’, 5’-GGGTAAGTTTT-CCGTATGTTGC-3’), at 
an annealing temperature of 55°C. Primers for the human β-globin gene were used for the 
DNA input control as described previously (660).  One hundred ng of genomic DNA from 
clones was used per reaction. A standard curve was made using known amount of pGFPattB 
combined to 100 ng of untransduced HeLa cells genomic DNA.   For the calculation, it was 
assumed that 15 pg of HeLa genomic DNA corresponds to the DNA content of one cell.   The 
presence of deletions in the integrated HD-GFPattB was determined using the same procedure 
as for GFP. The following primers were used:    del-270-bp, 5’-
CCATTTTCGCGGGAAAACTG-3’, 5’-AAATCATTTGGCGCGCCG-3’; del-2266-bp, 5’-
ACCTGCCAGTGCAGACTGTC-3’, 5’-AAGCTGAGGGGACGAGGC-3’; del-6684-bp, 5’-
TAGCCAGCCTACCTGAGCC-3’, 5’-AGCGCTTGCTGAGCTGGATC-3’; del-8424-bp, 5’-
GATGGCGGAGTCATGGATGAGC-3’, 5’-CAGTCTCCTGGGCAGACTGG-3’. The end-
products of PCR were analyzed on an agarose gel to verify the presence of a specific 
fragment. 
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3.3.10 Double-strand breaks, Western blot and immunofluorescence 
 
2 x 10
4
 C2C12 cells were transduced with different combinations of HD-GFPattB, HD-Int(nls) 
and HD-Int in 6-well plates or in 35 mm dishes with glass slide at the bottom (MatTek 
Corporation).  The cells were harvested 48 hr post-transfection for Western blotting or fixed in 
4% paraformaldehyde for immunofluorescence.  Double-strand breaks were induced 8 hr prior 
to harvesting or fixing the cells, using different doses of UV-C (10 J/m
2
, 100 J/m
2
 and 250 
J/m
2
) for positive controls. For SDS-PAGE, the cells were lysed in Laemmli buffer and the 
protein content was dosed with DC protein assay (Bio-Rad Laboratories LTD). The gels were 
loaded with 15 µg of protein per lane. The Western blots were probed with a monoclonal anti-
H2AX-phosphorylated (Ser139) antibody (clone 2F3, BioLegend) and with a secondary goat 
anti-mouse IgG conjugated with Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc). As an 
internal control, the blots were also probed with a mouse β-actin antibody (MP Biomedicals).  
Fluorescence was detected using a Typhoon trio+ scanner (GE Healthcare Biosciences). 
 
For immunofluorescence, the anti-H2AX-phosphorylated (Ser139) primary antibody was used 
with a goat anti-mouse antibody coupled to Alexa Fluor 594 nm (Invitrogen). Nuclei were 
stained with HOESCH 33342 (Sigma-Aldrich Canada Ltd). Images were generated with a 
confocal Laser Scanning Microscope (FV10i, Olympus).  Three dimensional images of the 
nuclei were assembled from multiple z-plane scans. Using Cell D software from Aviso, we 
counted foci ( < 5 pixels) and nuclei ( > 150 pixels) in an unbiased manner. The results, 
expressed as number of foci per cell, were based on a minimum of 5 random fields and of at 
least 205 cells. 
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3.3.11 Statistical analysis 
 
The means from two groups were compared using a student T-test. Some means were also 
analyzed using an analysis of variance (ANOVA) followed by a protected T-test. Statistical 
significance was set at p<0.05. 
 
3.4 Results 
3.4.1  Description and characterization of HD used in this study 
 
To study the ability of ΦC31-Int to integrate an HD in cell culture, we constructed four HDs 
depicted in Fig. 3-1A. To construct these HDs, we used a strategy described previously (468, 
469, 497) which consists of self-ligating a DNA fragment of about 16-kb carrying the left ITR, 
the packaging signal of adenovirus, the expression cassette and the stuffer DNA. The resulting 
HD contains two copies of the same DNA fragment arranged in a head-to-head configuration. 
HD-GFPattB contains two copies of the attB site, GFP expression cassette and puromycin 
resistance gene. Each of the two copies is flanked by parallel loxP sites for circularization 
upon expression of the Cre recombinase. HD-Cre encodes two copies of a biscistronic cassette 
for Cre and dsRed linked through an IRES. The structure of HD-Int is similar, except it 
encodes ΦC31-Int instead of Cre. HD-Int(nls) encodes ΦC31-Int, but is modified with a c-myc 
tag and a nuclear localization signal (NLS) at the N- and C-terminus, respectively (Fig. 3-4B). 
The predicted structure of the four HDs was confirmed by Southern blot analysis using three 
different probes spanning across the genome of the HDs (Fig. 3-2A). Because the four HDs 
contain the same backbone, the EcoRI and HindIII digestion patterns were similar, showing 
bands of the expected size. The presence of the attB site on HD-GFPattB was confirmed with 
a specific probe for the sequence (Fig. 3-2A). Southern blots confirmed the presence of ΦC31-
Int and Cre genes in our vectors (Supplementary Fig. 3-7).  
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Figure 3-1. The legend is on the following page. 
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Figure 3-1. Illustrations of HD and the circular form of HD. 
(A) Structure of HD (not drawn to scale). HD-GFPattB expresses the green fluorescent protein (GFP) regulated 
by the CAG promoter and the puromycin resistance gene (pac) controlled by the simian virus 40 promoter 
(SV40). Each copy of the two expression cassettes is flanked by loxP sites and contains one attB site. HD-Cre 
encodes two copies of the Cre recombinase (Cre) and of the red fluorescent protein (DsRed). HD-Int has a similar 
structure, but it encodes the ΦC31-Int (Int). HD-Int(nls) carries two copies of the ΦC31-Int linked to a c-myc tag 
and to a nuclear localization signal (NLS) at its N and C-terminal, respectively. HD, helper-dependent; IRES: 
Internal ribosomal entry site; ITR: Inverted terminal repeats; Unlabeled light blue bar: stuffer DNA.; Poly A: 
position of polyadenylation signal.  (B) Ilustration of the circular form produced after recombination of the loxP 
sites of HD-GFPattB mediated by Cre. The position of the binding sites for the primers (small arrows) used to 
demonstrate circularization by PCR (Fig. 3-3) is indicated. 
  
125 
 
 
Figure 3-2. The figure is continuing on next page. 
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Figure 3-2. Characterization by Southern blot and basal integration of HD. 
(A) Southern blot analysis. DNA was isolated from infected cells at 48 hr post-infection and digested with the 
restriction enzymes indicated. The membrane was probed using i) a mixture of three probes (1, 2, 3) against the 
stuffer of HD or ii) with one probe against the attB site. The positions of the probes are indicated underneath the 
diagrams on the right of the blots. The sizes of the expected bands are shown above the diagrams. Note, the 
signal of the expected band around 10 kb is weak, due to its large size, which reduces transfer efficacy on the 
blot. Neg CTL: DNA isolated from cells infected with only the helper virus. (B) Basal integration of HD-
GFPattB was compared with the basal integration of plasmid. HeLa cells were transduced with different 
quantities of HD-GFPattB (MOI of 1 to 50) or were transfected with 1.6 µg of circular or linearized plasmid. The 
transduction or transfection efficacy was measured at 24 hr post-infection (or transfection) by flow cytometry. 
The percentages of GFP-positive cells (delivery efficacy) are indicated below the graph. The cells were then 
grown in the presence of puromycin and the numbers of puromycin-resistant colonies (a measure of integration 
efficacy) were counted 7 to 9 days after selection. N/A: not available. The data are the means ± S.E.M. (N=3). *: 
Means higher than MOI of 1 (P < 0.05); **: means higher than MOI of 8 (P<0.05). 
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3.4.2  Basal integration efficacy HD in the absence of ΦC31-Int  
 
It has been shown that the genome of an adenoviral vector can randomly integrate the 
chromosomes, although at low frequency in the absence of exogenous integrase (533, 534). To 
better characterize the integration efficacy HD-GFPattB mediated by ΦC31-Int, we first 
decided to evaluate the basal frequency of integration of this vector in HeLa cells by 
performing a colony assay using puromycin as selective agent because HD-GFPattB encodes 
the resistance for this antibiotic. HeLa cells were transduced with different quantities of the 
HD-GFPattB vector, ranging from a multiplicity of infection (MOI) of 1 to 50 transducing 
units (TU) per cell (Fig. 3-2B). The transduction efficacy was determined by scoring the 
percentage of GFP-positive cells by flow cytometry 24 hr later. The majority of the cells 
(greater than 85%) were transduced at MOI of 4. The integration efficacy (measured by 
scoring the number of puromycin-resistant colonies per million cells) was the smallest at the 
lowest MOI used and reached a maximum of 549 colonies (0.055% of cells plated) at an MOI 
of 15. Increasing the amount of vector used (MOI of 30 and 50) did not further increase the 
number of integration events. 
 
Plasmid transfection is a standard procedure to generate stable transfectants (by random 
integration). We therefore transfected HeLa cells with the same plasmid used to generate HD-
GFPattB (pGFPattB) in parallel, in order to determine the integration efficacy of HD 
compared with plasmid. pGFPattB was also linearized to mimic the linear genome of HD. The 
transfection efficacy was 88 and 67% for the circular and linearized plasmid, respectively, as 
measured by flow cytometry. Thus, the integration efficacies for the circular and linearized 
plasmids were similar to each other, and six- to seven-fold higher than the best basal 
integration efficacy of HD-GFPattB (Fig. 3-2B). 
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3.4.3 Integration of circular HD in HeLa cells mediated by ΦC31-Int 
 
Because in nature, ΦC31-Int catalyzes recombination between phage DNA (which is circular) 
into the bacterial chromosome, we hypothesized that integration would be more efficient if the 
DNA genome of HD-GFPattB was circular. Therefore, we inserted loxP sites within HD-
GFPattB to promote its circularization upon expression of Cre. A diagram of the predicted 
structure of the circular form generated by the action of Cre on HD-GFPattB is shown in 
Figure 3-1B. To verify that Cre can generate such circular vector, HeLa cells were transduced 
with different combinations of HD-GFPattB and HD-Cre. DNA extracts from transduced cells 
were then amplified by PCR with primers overlapping the site of recombination so that a band 
of 520-bp would appear only if circular forms were produced (Fig. 3-3A). When HeLa cells 
were transduced by HD-GFPattB alone, no 520-bp PCR product was amplified. However, in 
combination with HD-Cre the expected band was observed. Sequencing of this purified DNA 
fragment confirmed the predicted recombination event mediated by Cre. 
 
To investigate whether ΦC31-Int can mediate integration of an HD in cell culture, we 
transduced HeLa cells with different combinations of HD-GFPattB, HD-Cre and HD-Int. 
Surprisingly, we observed that the basal integration of the circularized HD-GFPattB (in the 
presence of Cre) was significantly lower compared to the linear HD-GFPattB (Fig. 3-3B). This 
observation was made multiple times (Fig. 3-3C). As expected, addition of HD-Int at an MOI 
of 2 and 4 increased the integration efficacy of the circularized HD-GFPattB by a factor of 
five- to eight-fold respectively, indicating that ΦC31-Int can promote the integration of a 
circularized HD, as demonstrated previously (572).  
 
3.4.4  Integration of linear HD in HeLa cells mediated by ΦC31-int 
 
In the same set of experiments described in Figure 3-3B, we also transduced cells with HD-Int 
in the absence of HD-Cre (Fig. 3-3D). Addition of HD-Int at MOI of 2 and 4 resulted in a 5- 
and 16-fold increase in the integration efficacy of the linear HD-GFPattB, respectively. The 
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integration efficacy of HD-GFPattB in the presence of the same quantity of ΦC31-Int was 
therefore 10- to 20-fold higher in the absence of Cre (compare Fig. 3-3B and 3D), indicating 
that circularization of HD-GFPattB decreases the overall integration efficacy. In order to 
optimize integration, we tested higher concentrations of HD-GFPattB and HD-Int. Since 
circularization of HD-GFPattB was not necessary for integration, and linear HD-GFPattB 
integrated more efficiently, we omitted HD-Cre for these experiments. The integration 
efficacy of HD-GFPattB increased in the presence of additional quantities of HD-Int and 
reached a maximum at an MOI of 8 (Fig. 3-3E). In this experiment, the use of more HD-Int 
(MOI of 16) reduced the integration efficacy. The trend was the same at an MOI of 16 for HD-
GFPattB, because higher amounts of HD-Int increased the integration efficacy, but the 
maximum was reached with less HD-Int (MOI of 4) (Fig. 3-3F). To verify that the lower 
integration efficacy observed in the presence of HD-Cre was due to the synthesis of Cre and 
that it was not the result of additional amounts of HD in the preparation, HeLa cells were 
transduced with HD-GFPattB, HD-Int and HD-Cre.  In another group, HD-Cre was replaced 
with an irrelevant HD encoding -galactosidase (Fig. 3-3G).  Despite the presence of the 
irrelevant HD, the number of integration events was significantly lower in cells transduced 
with HD-Cre, thus confirming that circularization by Cre reduced the integration efficacy (Fig. 
3-3G).  Thus, from our HeLa cell experiments with HD, the optimal conditions for integration 
efficacy were HD-GFPattB at MOI of 16 and HD-Int at MOI of 4. This corresponded to an 
efficacy of 0.5%, (i.e., one puromycin-resistant colony per 200 cells). Although we maintained 
the same culture conditions and transduction protocol, there was some variability in the 
absolute number of integration events from different experiments even when the same amount 
of vectors was used (compare Fig. 3-3D, 3-3E and 3-3G; Fig. 3-4Ai and 3-4Aii). For this 
reason (except for Fig. 3-3C), we did not pool the data when the experiments were not 
performed at the same time.  The cells’ viability was not affected by our experimental 
procedure. The viability of HeLa cells was not affected by transduction with HD-Int at an 
MOI of at least 20, indicating that under our experimental conditions, the variability 
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Figure 3-3. The legend is on the following page. 
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Figure 3-3. Integration efficacy of circular and linear HD in HeLa cells. 
(A) Evidence of circularization by PCR. HeLa cells were transduced with different combinations of HD-GFPattB 
(MOI of 8) or HD-Cre (MOI of 6). Successful amplification of a PCR product resulting from circularization of 
HD-GFPattB was observed in the presence of HD-Cre (lane #4). Positive controls (posCTL) are PCR reactions 
made with the same primers used to make probe 3 (Fig. 3-2A) using HD-GFPattB + HD-Cre as templates (lane 
#6), or using pGFPattB as template (lane #7). (B-G) HeLa cells were transduced with different combinations of 
HD-Cre, HDCB-LacZ-ITR, HD-GFPattB and HD-Int. The integration efficacy (expressed as the number of 
puromycin-resistant colonies per million cells plated) was determined 7 to 9 days after selection. (B) Effect of 
increasing the concentration of HD-Int (MOI of 0, 2 and 4) on the integration of HD-GFPattB (MOI of 8) in the 
presence of HD-Cre (MOI of 3). (C) Cre expression reduces the basal integration efficacy of HD-GFPattB. Cells 
were transduced with HD-GFPattB (MOI of 8) in the absence or in presence of HD-Cre (MOI of 3). The data are 
expressed as the relative reduction in the number of integration events in the presence of HD-Cre as measured by 
the colony assay. (D-F) Integration efficacy of linear HD-GFPattB [(D and E): MOI of 8; (F): MOI of 16] in the 
presence of increasing concentrations of HD-Int. (G) The reduction of integration efficacy is caused by Cre 
expression and not by the presence of additional amounts of HD.  Cells were infected with HD-GFPattB (MOI of 
8) and HD-Cre (MOI of 6) in the presence of increasing concentration of HD-Int. As control, HD-Cre was 
replaced with an HD encoding -galactosidase (HDCB-LacZ-ITR) at an MOI of 6.  The data are means ± SEM. 
*Significantly different from each other (p<0.05). N=3, except for (C), where N=6. 
of integration efﬁcacy was not due to the toxicity of HD (Supplementary Fig. 3-8). 
Importantly, before plating the cells for the colony assay, they were cultivated for 4 to 6 days 
after transduction to let them recover from any possible stress caused by the experimental 
procedure. 
 
3.4.5  Integration of HD in myoblasts and nuclear targeting of ΦC31-Int  
 
To investigate the integration of HD-GFPattB in an alternate cell line, we co-transduced 
C2C12 murine myoblasts with different combinations of HD-GFPattB and HD-Int (Fig. 3-
4A). Because C2C12 myoblasts are transduced less efficiently with adenoviral vectors 
compared to HeLa cells, an MOI greater than 10 TU/cell was necessary to transduce more 
than half of the cell population. As observed with HeLa cells, we observed basal integration of 
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HD-GFPattB (Fig. 3-4A). Addition of HD-Int at an MOI of 75 and 150 increased the 
integration efficacy of HD-GFPattB 4- to 10-fold above basal level, respectively. Addition of 
more HD-Int reduced the integration efficacy (Fig. 3-4A). The highest integration efficacy of 
HD-GFPattB in C2C12 myoblasts was 0.1% (1045 colonies/million cells) at an MOI of 75 and 
150 for HD-GFPattB and HD-Int, respectively (Fig. 3-4A).  
 
Facilitating the accessibility of the ΦC31-Int to its DNA substrate in the nucleus can enhance 
the integration efficacy in NIH 3T3 and CHO cells (578). To investigate this effect in C2C12 
cells, we fused a nuclear localization signal (NLS) to the integrase based on the most active 
version of ΦC31-Int described by Andreas et al. (578). To visualize ΦC31-Int distribution in 
the cells, we fused a c-myc-tag to its N-terminus. As a control, we generated ΦC31-Int with 
the same c-myc-tag but without an NLS (Fig. 3-4B). Proper expression of the two modified 
integrases was confirmed by Western blot (Fig. 3-4C). Localization of the integrase with the 
NLS inside the nucleus was revealed by immunofluorescence using an antibody against the c-
myc-tag (Fig. 3-4D). In contrast, the wild type ΦC31-Int without the NLS predominantly 
localized in the cytoplasm. We then constructed an HD-Int(nls) carrying the ΦC31-Int fused to 
NLS (Fig. 3-1A) and tested this in C2C12 myoblasts. Cells were co-transduced with HD-
GFPattB at MOI of 75 and with HD-Int(nls) at MOIs of 150 and 300 (Fig. 3-4E). As expected, 
the number of puromycin-resistant colonies increased in the presence of HD-Int(nls). It was up 
to five-fold higher compared to the basal integration efficacy in the presence of HD-Int(nls) 
(MOI of 300). These results demonstrate that the ΦC31-Int(nls) was functional in C2C12 
myoblasts, although it was not as efficient as the wild-type integrase at a comparable dose of 
vector (compare Fig. 3-4A and 4E). These data agree with the results of Woodard et al., who 
also observed that the inclusion of an NLS to the C-terminus of ΦC31-Int did not enhance 
integration efficacy (in HeLa cells) despite the successful nuclear targeting of the integrase 
(579). 
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Figure 3-4. Integration of HD-GFPattB in C2C12 myoblasts. 
(A) Integration efficacy of HD-GFPattB in C2C12 cells. The results of two independent experiments (i and ii) are 
presented. Myoblasts were transduced with different combinations of HD-GFPattB (MOI of 75) and HD-Int. The 
integration efficacy (expressed as the number of puromycin-resistant colonies per million cells plated) was 
determined 7 to 9 days after selection. (B) Illustration of the modified ΦC31-Int. Int: wild type ΦC31-Int; 
Int(myc): ΦC31-Int with c-myc tag only, Int(nls): ΦC31-Int with myc tag and nuclear localization signal (nls). 
(C) Expression of modified ΦC31-Int detected by Western blot. HEK 293 cells were transfected with Int, 
Int(myc) and Int(nls). At 48 hr post-transfection the cell lysates were analyzed by Western blot probed with a 
primary antibody specific to c-myc tag.; MW: molecular weight markers (kDa). (D) Intracellular distribution of 
the integrases. HEK 293 cells were transfected with plasmid carrying Int(nls) (i, ii, iii) or Int(myc) (iv,v, vi). The 
cells were stained at 48 hr post-transfection with an anti-myc antibody (ii and v). The cell nuclei were also 
counterstained with Hoechst 33342 (i and iv). Merged images are shown in (iii) and (vi). (E) Integration efficacy 
of HD-GFPattB mediated by ΦC31-Int(nls). Myoblasts were transduced with different combinations of HD-
GFPattB (MOI of 75) and HD-Int(nls). The experiment was performed at the same time as in (A, i). 
Consequently, the data can be compared with each other. The data are the means ± SEM (N=3), except for (A, ii) 
where N=6. *: significantly different from each other (p<0.05). 
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3.4.6  Analysis of double-strand breaks caused by phiC31-Int in myoblasts 
 
Expression of ΦC31-Int after transfection in mammalian cells has been associated with the 
formation of double-strand breaks (613). Histone H2AX is phosphorylated on serine 139 
during the formation of double-strand breaks. The phosphorylated form is known as gamma-
H2AX (γH2AX) and accumulates into foci in the nucleus (661). To verify if gene transfer of 
ΦC31-Int after HD transduction also causes double-strand breaks, we transduced C2C12 
myoblasts with different combinations of HD-GFPattB, HD-Int and HD-Int(nls), each at an 
MOI of 75. No significant increase in the overall phosphorylation status of H2AX was 
observed after transduction with HD-Int or HD-Int(nls), as indicated by Western blot analysis 
using a γH2AX-specific antibody (Fig. 3-5A). As a positive control, cells exposed to UV (10, 
100 or 250 J/m
2
) showed a significant increase in the amount of γH2AX. A more sensitive 
technique employed for detection of double-stranded breaks consists of marking foci created 
by the accumulation of γH2AX with an antibody coupled to a fluorochrome (661). Using this 
technique, we analyzed the number of γH2AX positive foci by immunofluorescence 
microscopy after transduction with the HDs. C2C12 myoblasts transduced with our control 
HD (HD-GFPattB) alone exhibited an average of 1.2 foci per cell, a value that was 
comparable to untransduced cells (Fig. 3-5B). Addition of HD-Int or HD-Int(nls), increased 
the number of foci (p<0.05) by a factor of three and two respectively. Most importantly, the 
number of foci associated with expression of Φ31-Int and Φ31-Int(nls) was 8- to10-fold lower 
compared to the number of foci observed after irradiating the cells with UV. Taken together, 
these data indicate ΦC31-Int expression causes a modest augmentation in the number of 
double-strand breaks, which is too small to modify the phosphorylation status of H2AX as 
determined by Western blot. 
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Figure 3-5. Effects of ΦC31-int expression on the formation of double-strand breaks. 
(A) Expression of ΦC31-Int does not promote phosphorylation of histone H2AX. C2C12 myoblasts were 
transduced with different combinations of HD-GFPattB, HD-Int and HD-Int(nls) at an MOI of 75 or 150. 
Western blotting was performed at 48 hr post-infection using a primary antibody against phosphorylated H2AX 
(-H2AX) as a probe or β-actin as loading control. The positive controls (lanes #8, 9, 10) are cells irradiated with 
different doses of UV. A negative control (negCTL, lane #2) was transduced only with HD-GFPattB at MOI of 
75. MW: molecular weight marker (kDa). (B) Expression of ΦC31-Int slightly increases the number of -H2AX 
positively nuclear foci. C2C12 myoblasts were transduced with different combinations of HD-GFPattB, HD-Int 
and HD-Int(nls), each used at an MOI of 75. The cells were processed for immunofluorescence microscopy at 48 
hr post-transduction using an antibody against -H2AX. The cell nuclei were also counterstained with Hoechst. 
Inset: higher magnification of a nucleus (arrow). The average number of foci per cell (± SEM) is displayed in the 
pictures (205 to 329 cells were analyzed for each condition). The number of foci for the untransduced cells was 
1.1 ± 0.2. 
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3.4.7 Genomic characterization of the integrated linear and circularized HD  
 
During integration, ΦC31-Int catalyzes a crossover between the attB sites in the vector and the 
pseudo attP sites of the chromosome (Fig. 3-6A) (581). To map the integration sites of HD-
GFPattB, genomic DNA from puromycin-resistant colonies was isolated, and the crossover 
junction was identified by genome-walking using an approach similar to the one described by 
(576), and primers specific for the right arm of the attB sites (Fig. 3-6A). The presence of 
genomic DNA sequence near the crossover region was viewed as a specific integration event 
mediated by ΦC31-Int. When the PCR product contains only the vector sequence, this is 
scored as a non-specific integration event (not mediated by ΦC31-Int). As negative controls, 
we used DNA from clones of HeLa cells transduced with HD-GFPattB in absence of ΦC31-
Int. Out of 26 HeLa-control colonies sequenced, none of them showed an altered attB site. The 
calculated specificity of integration for all events recorded in presence of ΦC31-Int is listed in 
Table 3-I. In HeLa cells transduced with either circularized or linear HD-GFPattB, we found 
76% and 72% of the integration events occurred through specific integration, respectively. 
This comparable percentage of specific integration events indicated that the nature of template 
(circular or linear vector) did not affect the specificity of integration for pseudo attP sites. In 
the case of C2C12 myoblasts transduced with the linear HD-GFPattB, 65% of the integration 
events were found to be specific. 
 
 
Table 3-I. 
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Figure 3-6. Sequence of pseudo attP sites used by HD-GFPattB for integration. 
(A) Diagram of attB and pseudo attP sites before and after integration. Integration mediated by ΦC31-Int (gray 
circles) occurs through the recombination between the attB and pseudo attP sites (581).  AttB and pseudo attP 
contain two half sites consisting of left (L) and right (R) arms, each separated by a TT core sequence. The 
recombination process destroys the original sites by generating the attR and attL. To map the integration site, the 
purified DNA isolated from each clone was digested with AluI and ligated to an adaptor. Nested PCR was then 
carried out using the two primer pairs PR#1/GSPR1 and PR#2/GSPR2. The PCR product was then sequenced to 
map the integration site. (B and C) Nucleotide sequences at the junction of the attR and chromosomal DNA in 
HeLa cells and C2C12 cells respectively. Capital bold + underline: match with vector sequence; capital + not 
bold: deleted vector bases; lowercase: genomic DNA; lowercase + bold = new bases added. For HeLa cells, the 
integration sites previously characterized by other research groups (576, 585, 593, 595, 598, 610, 662) are 
underlined. 
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We aligned the sequences obtained from all the clones and eliminated all the identical 
sequences, based on the assumption that they were duplications of the same integration event. 
To establish a distribution of the integration events, we classified all the single integration 
events according to their propensity to hit intergenic, intronic or exonic regions of genes. Most 
integration events occurred between genes (47.1%) or within introns (44.1%) and few events 
were found within an exon (8.8%). Fig. 3-6B shows the sequence of the crossover point for 28 
different integration events in HeLa cells. We note that in most integration events, the right 
arm from attB site carries small deletions up to 23 nucleotides from the TT core (or AA core 
depending on the strand shown). Some other integration events contained a few inserted bases 
at the crossover with the genomic sequence. The most frequent integration sites found in HeLa 
cells were 19q13.31 (14.3%) and 7p14.1 (7.1%) located in an intron of ZNF223 and in an exon 
of GLI3, respectively. In C2C12 myoblasts, no integration event was detected within an exon 
after screening 17 clones. Micro-deletions near the core were also present. Interestingly, an 
integration event within the hot spot mpsL1 (599) in murine genome was found (Fig. 3-6C). 
 
To gain a better understanding of the mechanism by which ΦC31-Int can integrate an HD in 
the absence of circularization by Cre, we first defined the number of integrated copy of HD 
genome in the HeLa cells.  This was done by real time PCR using specific primers for the GFP 
sequence.  Genomic DNA from nine HeLa clones (randomly selected based on integration 
events through attB sites) were used for the analysis.  In 78% of the clones (seven out of nine 
colonies) only one copy of HD was integrated into the cell (Table 3-II).  We then tested by 
PCR the presence of a deletion near the ITR using primer pairs binding at various locations 
from the HD extremities.  In one clone, we were able to amplify all the regions of the HD 
indicating that one vector moiety was complete or had a deletion smaller than 270-bp (Table 
3-II).  Two clones had deletions smaller than 2.3 kb, whereas for four clones the deletion 
ranged from 6.7 to 10.4 kb.  Taken together, these data indicate that deletion of the extremities 
during integration of linear HD is relatively common. 
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3.5  Discussion 
 
In this study, we confirmed previous works indicating that the genome of adenoviral vectors 
can integrate into the chromosomes after transduction (532, 533, 534, 535). Under our 
experimental conditions however, the basal integration efficacy of HD was six- to seven- fold 
lower than that observed for high-level transient transfection (67-87% of cells transfected) of 
circular and linear plasmid DNA. Most importantly, we demonstrated that it was feasible to 
significantly increase the integration efficacy of HD, and at the same time to target the 
integration at pseudo attP sites, by co-expressing the ΦC31-Int by means of a second HD. 
Previously, it was shown that ΦC31-Int can integrate either a linearized or circular plasmid 
with the same efficacy (572), suggesting that the nature of DNA is not important for 
integration. Surprisingly, our observations with HD differ from those with plasmids, based on 
our results indicating that integration of the linear HD was more efficient than circularized 
vector (see discussion below). With respect to sites of integration, the specificity for pseudo  
attP sites remained the same irrespective of the linear and circular nature of vector. The 
integration efficacy of HD was optimized by testing various concentrations of HD-Int and 
HD-GFPattB. We found that increasing the concentration of both vectors resulted in an 
increase of the integration efficacy until a maximum is achieved. Further increments in the 
amount of vector reduced the integration efficacy. The maximum increase of integration 
TABLE 3-II. 
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efficacy (as measured by the number of puromycin-resistant colonies in the absence vs. 
presence of ΦC31-Int) was up to 18-fold for the linear HD (Fig. 3-3E). These values are in the 
range obtained by other researchers using ΦC31-Int after transfection of plasmid DNA (361, 
574, 583, 596, 663). The optimal amount of vectors needed varied greatly between the two 
cell lines investigated. This was most likely due to the differences in the transduction efficacy 
and to inherent factors specific to each cell type, such as expression levels of DAXX, that 
influence ΦC31-Int activity (588, 589).  
 
The best integration efficacy of the HD/ΦC31-Int combination (0.5% in HeLa cell and 0.1% in 
C2C12 myoblasts) is lower than the efficacy observed with lentiviral and retroviral vectors, 
and with the recently optimized transposases (664). However, it is in the same range of the 
best efficacy reported for plasmid and ΦC31-Int (574, 583, 596) and for other types of 
integrating hybrid vectors derived from herpes simplex and adenovirus (549, 665, 666, 667). 
The ΦC31-Int has been successfully used in vivo in the context of plasmids to integrate and 
consequently stabilize transgene expression in various tissues and organs (liver, skeletal 
muscle, skin, lung for examples) for gene therapy applications (573, 583, 595, 600, 604, 607). 
HDs are safer than first generation adenovirus (E1-deleted) because they not encode viral 
proteins.  However the presence of capsid proteins can cause an acute but temporary 
inflammatory response after injection in vivo (656).  Because of the good transduction 
capability of HD in vivo, we expect that integration of HD mediated by ΦC31-Int will be more 
efficient than plasmids. Indeed, it has been shown that ΦC31-Int can promote the integration 
of an HD in the liver and that integration improves the stability of transgene expression (572). 
In that particular study however, the HD was circularized and the efficacy of the linear HD 
was not investigated. According to our data, integration would be improved further by using a 
linear HD. 
 
The fact that linear HD can be integrated in the absence of circularizing enzyme such as Cre or 
FLPe, greatly simplifies the system for in vitro and in vivo applications since only one enzyme 
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(ΦC31-Int) needs to be delivered with the HD. Unexpectedly, we observed that circularization 
of the HD significantly reduced the efficacy of both basal as well as ΦC31-Int mediated 
integration. The reason for this reduction is unclear, but it appears to be specific for HD since, 
in the case of plasmid DNA, the integration efficacy (as measured by colony assay) in the 
presence of ΦC31-Int was comparable for both circular and linearized plasmid (572). 
Although we cannot completely rule out that the reduction is due to the splicing out by Cre of 
the vector DNA that was integrated as a linear template, the higher integration efficacy of the 
linear vector DNA could be due to its unique property. The ends of the adenovirus DNA are 
covalently linked to the terminal protein, which has been shown to connect its DNA to the 
nuclear matrix (506, 668). This specific nucleoplasmic localization of the viral DNA might 
increase its integration efficacy (both heterologous and mediated by ΦC31-Int). Following 
circularization, the ITRs and the terminal protein are spliced out from the vector DNA (Fig. 3-
1).  Consequently, this would eliminate the vector interaction with the nuclear matrix and 
reduce its integration efficacy. According to the known mechanism of action of ΦC31-Int 
(581), unless the 5’ and 3’ extremities of the linear HD genome are ligated during the 
integration process, integration of a linear HD at a pseudo attP sites should cause a double-
strand break. This break is most likely repaired rapidly by the enzymes from the DNA repair 
machinery. One potential mechanism of integration could involve self-circularization of HD in 
the absence of Cre. Although low level of HD (1 to 3% of transduced genomes) were 
converted into circular molecules in HeLa cells expressing EBNA (508), we tried 
unsuccessfully to amplify DNA fragments created by self-circularization of HD after infection 
of HeLa cells using several primers specific for the extremities of our HD (data not shown). 
Furthermore, if the HD was forming circular intermediates after infection of HeLa cells, the 
primers used for the experiments of Fig. 3-3A should have amplified a DNA fragment of 1.4-
kb encompassing the two ITRs.  Such fragment was not observed. Our data suggest that most 
of HD were linear and that they were integrated as linear genomes in the absence of Cre. The 
discrepancy between our results of those of (508) could be explained by the enrichment  in 
their study a rare circular form of HD through EBNA. The analysis of the integrated HD 
shows deletions of the vector extremities in the majority of clones, except for one.  Although 
the size of deletions ranged from 0.3 to 10.4-kb of ITR, a substantial amount of DNA was left 
142 
 
intact, including the GFP cassettes and the selection marker. Our data suggest that the double 
strand breaks created by the integration of linear HD at pseudo attP sites are repaired by 
random cleaving of the HD extremities (which removes the terminal protein covalently linked 
to the ITRs), followed by ligation of the two ends. Because of this putative integration 
mechanism, one possible strategy for preventing the isolation of clones having large 
truncations would be to position the gene of selection closer to the ITR. Additional studies are 
necessary to clarify if the location of the attB site within the vector influences the size of the 
deletion. 
 
We have identified the integration sites of the HD into the human and murine genome. In 
HeLa cells, 76% and 72% of the clones analyzed for circularized and linear HD, respectively, 
yielded a PCR fragment containing the junction between attB site from HD and genomic 
DNA.  In C2C12 myoblasts, this value was 65% for the linear HD. This indicates that, 
irrespective of the nature of the HD (linear or circular) and cell type (human and murine), 
about 70% of integration events were catalyzed into pseudo attP sites by ΦC31-Int. Most 
likely this underestimates the specificity of ΦC31-Int, since the absence of a restriction site in 
the chromosome near the integration junction would prevent amplification of a PCR product. 
In addition, microdeletions in the attB site larger than 48-bp (from the TT core) would impair 
hybridization of the nested primer (GSPR2), again resulting in no PCR product. In the case of 
the linear HD, these would have created a false reading for heterologous integration because 
only the internal attB site would be amplified (the linear HD contains two attB sites Fig. 3-1). 
It is difficult to compare our values of specificity from previous published data, because the 
frequency of heterologous integrations observed after sequencing were not presented (572, 
576, 598). Nevertheless, in the case of circular plasmids, based on an increase of 5- to 10-fold 
for the integration efficacy in the presence of ΦC31-Int, it was estimated that 80 to 90% of 
integration events occurred at pseudo attP sites (574). 
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We have identified the same integration hot spots, at position 19q13.31, 21q21.1 and 7p14.1 in 
HeLa cells and on chromosome 2 (band H4, site MpsL1) in mouse C2C12 cells, as those 
described before (576, 585, 593, 598). Overall, 26% of the pseudo attP sites we have 
characterized (Fig. 3-6) were previously identified (572, 576, 585, 593, 595, 598, 599, 600, 
604, 610). In our study, 53% of the integration sites occurred within genes, which is coherent 
from other reports as a mean of 51% of integration event was found in genes (572, 576, 598).  
The alteration of genomic DNA such as microdeletions (about 6 to 20 bp), addition of a few 
random bases and imprecise integration events (5 to 15 bp from core of attB and pseudo attP 
sites) were also reported by other groups (572, 576, 598). In summary, the pattern of 
integration and microalterations of DNA we observed using HD were similar to previous data 
obtained with plasmids. 
 
Because ΦC31-Int can cause chromosomal aberrations and DNA damage (613), we monitored 
the number of nuclear foci stained for phosphorylated H2AX (-H2AX), a marker of double-
strand breaks (661). We observed a small increase (two- to three-fold) in the number of -
H2AX positive foci in the cells transduced with HD-Int(nls) and HD-Int respectively. 
Although above background level, this increase was small compared to cells treated with UV. 
Under the exact same conditions, we did not detect any increase of H2AX phosphorylation by 
Western blot, indicating that DNA damage due to transient ΦC31-Int delivered by an HD is 
relatively minor. As with most integrating vectors, there is the potential of tumorigenicity 
because of the unpredictable nature of the integration location. However, with ΦC31-Int, this 
hazard is diminished based on the fact that the majority of integration events occurred at 
pseudo attP sites and only a few of these sites have been identified in close vicinity to 
potential oncogenes (576, 585). The ΦC31-Int appears to be safe, because the formation of 
tumors was not observed when it was used for gene therapy in preclinical studies (663) or 
when its tumorigenic capacity was evaluated (585, 609).  
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In agreement with previous studies, we have shown that the wild type ΦC31-Int is principally 
localized in the cell cytoplasm (579, 588). Because inclusion of an NLS in the enzyme can 
increase its recombination efficacy in mammalian cells (578, 669), we evaluated a version of 
ΦC31-Int fused to a NLS at its C-terminus. Our modified ΦC31-Int was identical to the one 
described previously, except for the presence of a myc tag (578). However, inclusion of an 
NLS did not increase its efficacy. Similar observations were also made by others (579). 
Because our experiments were performed using actively dividing cells, it is possible that 
during mitosis, the cytoplasmic ΦC31-Int gains access to the chromatin after dissolution of the 
nuclear envelope and therefore does not require an NLS. 
 
In conclusion, our study demonstrated the ability to integrate an HD at pseudo attP sites with 
low genotoxicity through expression of ΦC31-Int without the need to circularize the vector. 
The evidence that circularization is not required for integration greatly simplifies its usage, 
because only the ΦC31-Int needs to be provided in trans. Moreover, the safety of HD, its large 
transport capacity and its ability to transduce a large variety of cells in vitro and in vivo makes 
the HD/ΦC31-Int combination a very attractive system to stably modify the genome for cell 
engineering and gene therapy. 
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3.8  Supplementary figures 
 
 
Supplementary Figure 3-7. Presence of ΦC31-Int and Cre sequences in HD detected by Southern blot. 
DNA was isolated from infected cells and digested with the restriction enzymes as indicated. The membrane was 
probed with (i) a probe against ΦC31-Int sequence or (ii) a probe against the Cre sequence. The position of the 
probes is indicated underneath the diagrams. The sizes of the expected bands are shown above the diagrams. 
negCTL: DNA isolated from cells infected with the helper virus only. 
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Supplementary Figure 3-8. Transduction of HeLa cells with HD-Int does not reduce cell viability. 
HeLa cells were transduced with HD-Int at an MOI of 20 and were harvested at different time points after 
transduction. Cells were then stained with propidium iodine and the viability was assessed by flow cytometry.  
25,000 cells were analyzed per condition.  Control: untransduced cells.
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4  Strength and muscle speciﬁcity of a compact promoter derived from 
the slow troponin I gene in the context of episomal (gutless adenovirus) and 
integrating (lentiviral) vectors 
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4.1 Abstract 
 
Background: Gutless adenovirus (helper-dependent adenoviral vector; HD) and lentiviral 
vectors (LV) are attractive vectors for the gene therapy of muscle diseases. Because the 
organization of their DNA (episomal versus integrated) differs, we investigated whether the 
strength and specificity of ΔUSEx3, a novel muscle-speciﬁc promoter previously tested with 
plasmid, were maintained in the context of these vectors. 
Methods: Two HDs expressing β-galactosidase regulated by ΔUSEx3 or CAG 
[cytomegalovirus (CMV) enhancer/ β-actin promoter], and three LV expressing green 
ﬂuorescent protein regulated by ΔUSEx3, CMV or a modiﬁed skeletal α-actin promoter 
(SPcΔ5-12), were constructed. Gene expression was compared in cell culture and after 
intravenous (HD only) and intramuscular injection of mice. 
Results: Irrespective of the vector used, ΔUSEx3 remained poorly active in nonmuscle cells 
and tissues. In myotubes, ΔUSEx3 was as strong as CMV and SPcΔ5-12, although it was ten-
fold weaker than CAG, a proven powerful promoter in muscle. In cell culture, ΔUSEx3 
activity in the context of LV was more stable than CMV, indicating it is less prone to 
silencing. In the context of HD, the behavior of ΔUSEx3 in skeletal muscle mirrored that of 
cell culture (10% of the CAG activity and half the number of transduced ﬁbers). Surprisingly, 
in muscles treated with LV, ΔUSEx3 activity was ﬁve-fold lower than SPcΔ5-12. 
Conclusions: The data obtained in the present study conﬁrm that ΔUSEx3 is a strong and 
robust muscle-speciﬁc promoter in the context of HD (cell culture and in vivo) and LV (cell 
culture). However, it was less efﬁcient in vivo in the context of LV. 
 
Keywords: gutless adenovirus; helper-dependent adenovirus; lentivirus; muscle; muscular 
dystrophy; promoter 
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Traduction du résumé 
Mise en contexte: Les vecteurs adénoviraux sans gène viral (appelés aussi gutless ou helper-
dependant adenoviral vector [HD]) et les vecteurs lentiviraux (LV) sont des vecteurs 
intéressants pour le traitement des maladies musculaires par thérapie génique. À cause de la 
différence significative au niveau de l’organisation nucléaire de l’ADN du HD et du LV 
(épisomique vs intégré), nous avons évalué comment se comportait un nouveau promoteur 
musculospécifique (ΔUSEx3) dans le contexte de ces deux vecteurs. La force et sa spécificité 
tissulaire de ΔUSEx3 ont déjà été étudiées dans le contexte de plasmides, mais jamais 
auparavant dans le contexte du HD et du LV. 
Méthodologie: Deux HD exprimant la β-galactosidase régulée par ΔUSEx3 ou CAG 
[enhancer du cytomegalovirus (CMV) / promoteur de la β-actine] ont été construits. Trois LV 
exprimant la protéine fluorescente verte régulée par ΔUSEx3, CMV ou un promoteur de 
l’actine α squelettique (SPcΔ5-12) ont également été construits. L’expression génique a été 
comparée en culture cellulaire, après l’injection intraveineuse (HD seulement) et après 
l’injection intramusculaire chez des souris. 
Résultats: Peu importe le vecteur utilise, l’activité de ΔUSEx3 est demeurée faible dans les 
cellules et les tissus non-musculaires. Dans les myotubes, bien que l’activité de ΔUSEx3 fût 
aussi forte que le CMV et le SPcΔ5-12, elle était 10 fois plus faible qu’avec le CAG. En 
culture cellulaire, l’activité de ΔUSEx3 dans le contexte du LV était plus stable qu’avec le 
CMV, ce qui indique que ΔUSEx3 est moins susceptible au phénomène de silencing. Dans le 
contexte du HD, le comportement de ΔUSEx3 dans le muscle squelettique était identique à 
celui en culture cellulaire (10 % de l’activité du CAG) avec près de la moitié des fibres 
transduites. Dans les muscles traités par les LV, l’activité de ΔUSEx3 était 5 fois plus faible 
que SPcΔ5-12, ce qui était inattendue puisque l’activité était semblable en culture cellulaire 
pour les deux promoteurs. 
Conclusions: Les données obtenues dans cette étude confirment que ΔUSEx3 est un 
promoteur musculospécifique puissant et robuste dans le contexte du HD (en culture cellulaire 
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et in vivo) et du LV (en culture cellulaire). Toutefois, ΔUSEx3 était moins efficace in vivo 
dans le contexte d’un LV. 
 
4.2  Introduction 
 
An effective gene replacement therapy for a muscle disease such as Duchenne muscular 
dystrophy (DMD), will require expression in the muscle of a therapeutic gene product 
(dystrophin or its paralog utrophin for example) at a sufﬁcient level to correct the pathology 
caused by mutations of the dystrophin gene. The transfer of a therapeutic gene can be 
mediated by the injection of plasmid DNA, naked or coupled to various compounds to 
increase the transfection efﬁcacy, or by using vectors derived from viruses such as adenovirus, 
adeno-associated virus and lentivirus. As a safety precaution, the expression of the therapeutic 
gene product should be restricted to the target tissue (i.e. the skeletal muscle in the case of 
DMD) to avoid the potential side-effect of widespread expression throughout the body. Also, 
by restricting the expression of the therapeutic gene to the targeted cell type, one can reduce 
the odd of generating an immune response against its product by preventing expression in 
specialized antigen-presenting cells (493, 625, 671). In addition to being muscle-speciﬁc, the 
enhancer/promoter complex (herein referred to as a promoter for simplicity) that controls 
transcription should be sufﬁciently strong to reduce the amount of vector needed for the 
therapy. For these reasons, several research groups have developed promoters that are both 
strong and muscle-speciﬁc. Among the most efﬁcient of these muscle-speciﬁc promoters is a 
battery of synthetic promoters made by the random assembly of cis-acting myogenic 
regulatory elements linked to the minimal promoter of skeletal α-actin (624); the MHCK7 
promoter, constructed by ligating the α-myosin heavy chain enhancer to the muscle creatine 
kinase (MCK) enhancer/promoter (210); the dMCK and tMCK promoters, which contain two 
or three copies of the MCK enhancers ligated to the basal promoter of that gene (626); and the 
human desmin promoter (326). We have developed strong muscle-speciﬁc promoters 
constructed by ligating several copies of the human slow troponin I (TnI) upstream enhancer 
(USE) of 160 bp in front of the minimal promoter of that gene. One promoter (ΔUSEx3) 
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contained three copies of a 100-bp deletion of USE (ΔUSE). The latter enhancer is active in 
slow-twitch as well as in fast-twitch muscle ﬁbers because the deletion removed the binding 
sites for factors preventing transcription in fast-twitch muscle ﬁbers (631). In the context of 
plasmid DNA, ΔUSEx3 is inactive in nonmuscle cells, although it is almost as strong as the 
ubiquitous cytomegalovirus (CMV) promoter in differentiated myotubes (623). After 
electrotransfer of plasmid in mouse skeletal muscle, ΔUSEx3 was active in both fast-twitch 
and slow-twitch muscle ﬁbers, and it was as strong as CMV and the hybrid CMV enhancer/β-
actin promoter (CAG, also known as CB). Another valuable characteristic of ΔUSEx3 is its 
relative small size (504 bp), which makes it advantageous for applications where the limited 
transport capacity of vectors is an issue. Helper-dependent adenoviral vectors (HD), also 
known as gutless adenoviruses, are promising gene transfer vehicles for the gene therapy 
application of DMD. Because all of their viral genes have been deleted, they are less toxic and 
less immunogenic than previous generations of adenoviral vectors where only a few genes 
were deleted (672). Although plasmid and HD remain both as extrachromosomal elements 
within the cell nucleus, HD differs from plasmid because its DNA is linear and the extremities 
are covalently bound to the terminal protein. Its DNA is also associated with several viral core 
proteins that form a chromatin-like complex. Soon after transduction, the HD DNA–protein 
complex becomes associated with histones and other cellular proteins (505, 673, 674). 
Because of their large transport capacity of 35 kb, HD can carry two copies of the full-length 
dystrophin cDNA or its paralog utrophin. It has been demonstrated that HD-mediated gene 
transfer in the mouse model of DMD (mdx mice) can produce sufﬁcient dystrophin or utrophin 
to mitigate the pathology caused by the absence of dystrophin (467, 468, 469, 675, 676, 677, 
678). 
 
By contrast to HD, lentiviral vectors (LV) can efﬁciently integrate their genome within the 
chromosomes of the cells, thus providing genetic stability of the expression cassette in actively 
dividing cells. For this reason, LV is the vector of choice to genetically correct muscle 
precursor cells with a functional version of dystrophin for cell therapy of DMD based on an 
autologous cell transplantation scheme (148, 358, 362). LV can also be used to provide 
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sustained dystrophin expression after intramuscular injection of dystrophic muscles (288, 354, 
355). The packaging capacity of LV can accommodate smaller versions of dystrophin (Becker 
minidystrophin of 6 kb; micro-dystrophin of 4 kb) but not the full-length dystrophin. 
Importantly, the functional titer of LV has been reported to decrease proportionally with the 
size of the insert (311, 312). Consequently, to obtain a good LV titer, it would be 
advantageous to use a small promoter such as ΔUSEx3. 
 
Because the organization of the vector DNA within the cell nucleus (extrachromosomal versus 
integrated into the chromatin) and the nature of the proteins bound to it could inﬂuence the 
activity of the promoter, we aimed to investigate whether ΔUSEx3 remains strong and muscle-
speciﬁc in the context of an HD and LV. Our data conﬁrm a previous study performed with 
plasmid DNA (623) showing that ΔUSEx3 is indeed a strong and robust muscle-speciﬁc 
promoter in the context of HD (cell culture and in vivo) and in the context of LV (in cell 
culture only). However, unexpectedly and for unknown reasons, ΔUSEx3 was far less efﬁcient 
in skeletal muscle compared to another muscle-speciﬁc promoter after gene transfer with LV 
in skeletal muscle in vivo. Our data highlight the difﬁculty of predicting the behavior of a 
promoter in vivo based on cell culture data and in the context of different vectors. 
 
4.3  Materials and methods 
4.3.1  Cells and culture conditions 
 
293A (HEK-293), A549, HeLa, Jurkat and C2C12 cells were obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). 293FLPe cells (450) were a generous 
gift from P. R. Lowenstein (Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, CA, USA). The LV 
packaging cell line (293SF-PacLV) and the 293 cells expressing the reverse tetracycline 
transactivator (293rtTA) have been described previously (314). Except for 293PacLV and 
Jurkat, cells were grown in Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium (Hyclone Laboratories Inc., 
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Logan, UT, USA) supplemented with 5% or 10% (C2C12) fetal bovine serum (FBS) and 2 
mM glutamine. 293PacLV were grown in low-calcium-serum-free medium (LC-SFM; 
Invitrogen, Grand Island, NY, USA) supplemented with 1% FBS. Jurkat were grown in RPMI 
medium (Hyclone Laboratories Inc.) supplemented with 5% FBS and 2 mM glutamine. The 
medium for the 293FLPe cells was supplemented with 1.5 µg/ml of puromycin. C2C12 
myoblasts were differentiated into myotubes by replacing the FBS with 2% horse serum as 
described previously (497). 
 
4.3.2  Construction and production of HDs 
 
DNA constructs were produced using standard molecular biology methods. To produce HDs 
encoding β-gal regulated by CAG (HD-CAGLacZ) or ΔUSEx3 (HD-Δx3LacZ), we ﬁrst 
constructed two cosmids (pCos-CBLacZ and pCos-Δx3LacZ) by inserting the respective β-gal 
expression cassette into a cosmid (pCosHCAgfp) encoding the genome of an HD (HCAgfp) 
expressing green ﬂuorescent protein (GFP) regulated by the CMV promoter (679). Cosmid 
pCosHCAgfp was constructed by inserting the complete genome of HCAgfp obtained by 
BssHII digestion of pHCAgfp into the multiple cloning site of pHC79 (ATCC) previously 
modiﬁed with a unique BssHII site. Packaging of the ligation product into lambda phage and 
ampliﬁcation of the cosmid were performed using the Gigapack III packaging extract 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions.  
 
To construct pCos-CBLacZ, the β-gal cassette was removed from pCB-LacZITR (658) by 
SpeI/PstI digestion, the ends were blunted and the fragment was ligated with pCosHCAgfp 
previously digested with SwaI. To construct pCos-Δx3LacZ, the β-gal cassette was removed 
from pTnIS(Im) β-ΔUSEx3 (623) by SpeI/XbaI digestion and ligated with pCosHCAgfp 
previously digested with SpeI. The ligation products were packaged and the cosmids were 
ampliﬁed as described above. The HDs were produced by transfection of 293FLPe cells with 
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the linearized cosmid using Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in 
accordance with the manufacturer’s instructions. The HDs were then ampliﬁed by infecting 
the 293FLPe cells with a helper adenovirus as described previously (450, 658). The helper 
virus that we used was similar, except that it contains the E3 region and a dsRed expression 
cassette within its E4 region, which was deleted except for the ORF6 region (unpublished 
data). The construction of this helper virus will be described elsewhere. The HDs were 
puriﬁed by centrifugation on a CsCl step gradient for 2 h followed by a continuous CsCl 
gradient for 18 h. After ultracentrifugation, the CsCl was removed from the viral band by 
chromatography on Sephadex G25 columns (NAP-10 column; GE Healthcare, Milwaukee, 
WI, USA) and the HD was eluted with 50 mM HEPES (pH 7.5) supplemented with 2 mM 
MgCl2, 150 mM NaCl and 5% sucrose. The titer (physical particles per ml) was measured by 
taking the optical density at 260 nm as described previously (659). The infectious titers of the 
HDs were measured by ﬂow cytometry (680) on a BD LSRII ﬂow cytometer (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA) at 48 h post-infection of 293A cells in the presence of helper virus (FL 
helper) (450) at a multiplicity of infection (MOI) of 5. The contamination level by the helper 
virus was determined by plaque assay on 293A cells. The infectious titer of HD (measured by 
ﬂow cytometry) compared to the titer in plaques forming units revealed that the contamination 
level as a result of the helper virus was in the range 0.3-5 %. 
 
4.3.3  Construction of LV 
 
The transfer vector (pTet07-CSII-CMV-GFPq) used to produce the conditional self-
inactivating (SIN) LV expressing GFP regulated by CMV (LV-CMVGFP) has been described 
previously (314). To construct a transfer vector (pTet07-Δx3-GFP) producing the conditional 
SIN LV expressing GFP regulated by ΔUSEx3 (LV-Δx3GFP), we ﬁrst constructed pTet07-5-
mcs. This was carried out by introducing the Tet07 promoter into the 3’ long terminal repeat 
(LTR) of pCSII-CMV-mcs (681). The Tet07 promoter was removed from pLVR2-GFP (682) 
by BsmI/XhoI digestion and ligated into pCSII-CMV-mcs previously digested with PmeI and 
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BspEI. The CMV promoter of the resulting plasmid was then removed by polymerase chain 
reaction (PCR) and a unique PacI site was inserted at the 5’ end of the multiple cloning site, 
thus generating pTet07-5-msc. The GFP gene was isolated from pCSII-CMV-GFPq (314) by 
digesting this plasmid with BamHI and it was inserted into the unique BamHI site of pTet07-
5-mcs, thus generating pTet07-GFP. The ΔUSEx3 promoter (without the intron) was isolated 
by PCR using primers 5’-CCTTAATTAAGCCGGCCAGTGAATTGGCGCGCCGT-
ACTAGT-3’ and 5’-AATACCGGTCCTCCAGTTCCTCGATGGTACCAATTCG-3’ and 
pTnIS (Im) β-ΔUSEx3 (623) as template. The PCR product was digested by PacI/AgeI and 
cloned into pTet07-GFP, thus generating pTet07-Δx3-GFP. To construct the transfer vector 
(pTet07-Δ5-12-GFP) used to produce LV-Δ5-12GFP, the DNA for SPcΔ5-12, ﬂanked by PacI 
and a EcoRI sites, was ordered from GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA) and cloned 
upstream of GFP into the PacI/EcoRI sites of pTet07-GFP. The sequence of SPcΔ5-12 is 
identical to the sequence of SPc5-12 (624) published in patent US2004/0175727 A1, except 
for an internal deletion of 69 bp (nucleotides 64-133, according to the patent). 
 
4.3.4  Production and titration of LV 
 
LV were generated from producer cells as described previously (683). Brieﬂy, the packaging 
cell line 293SF-PacLV (314) was transfected with pTet07-CSII-CMV-GFPq, pTet07-Δx3-
GFP or pTet07-Δ5-12-GFP using polyethylenimine (25 kDa linear; Polysciences, Warrington, 
PA, USA). The supernatant was harvested 48 and 78 h later, and the LV was concentrated by 
ultracentrifugation on a sucrose cushion and resuspended in LC-SFM supplemented with 1% 
FBS. The producer cells were then generated by transducing the packaging cells with the 
concentrated LV in the presence of polybrene (Hexadimethrine Bromide; Sigma-Aldrich 
Canada, Oakville, ON, Canada). The LV was produced after expansion of the producer cells 
and induction with cumate and doxycycline. The supernatant was harvested at 48 and at 78 h 
post-induction and the LV was concentrated by ultracentrifugation on a sucrose cushion. The 
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LV was resuspended in Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 
1% FBS and kept at –80◦C until needed. 
 
The LV titer was determined by transduction of 293rtTA cells. Cells (50 000 per well) were 
seeded in 24-well plates 24 h before the experiment. The LV were diluted in DMEM 
supplemented with 5% FBS and 8 μg/ml polybrene and incubated for 30 min at 37◦C. The cell 
culture medium was removed and the LV/polybrene mix was applied directly onto the cells, 
which were then incubated overnight at 37◦C in the presence of 1 μg/ml doxycycline. In the 
presence of the inducer (doxycycline), the reverse tetracycline transactivator (rtTA) activates 
transcription from the left LTR, resulting in a GFP expression event if the gene is regulated by 
a tissue-speciﬁc promoter such as ΔUSEx3. At 72 h post-transduction, the cells were ﬁxed 
with 2% paraformaldehyde and the percentage of GFP-positive cells was determined using a 
BD LSRII ﬂow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 
 
4.3.5  Cell transduction and measurement of β-gal and GFP expression 
 
To test the activity of ΔUSEx3 in the context of HD, the day before transduction, 50 000 cells 
(HeLa, A549, C2C12 and Jurkat) were separated into 24-well plates. The next day, the 
medium was replaced with 1 ml of fresh medium containing the HD diluted at the desired 
MOI. Forty-eight hours later, β-gal activity was measured by luminometry using the β-gal 
chemiluminescent Reporter Gene Assay (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Germany) in accordance with the manufacturer’s instructions. Production efﬁcacy was 
expressed as relative units of β-gal activity per µg of total protein determined by the Bio-Rad 
DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada). Some cell samples 
were also detached by incubation with trypsin and ﬁxed with 2% paraformaldehyde. The 
transduction efﬁcacy was determined by measuring the percentage of GFP-positive cells by 
ﬂow cytometry using a BD LSRII ﬂow cytometer. To study the efﬁcacy of the promoter 
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carried by HD in C2C12 myotubes, C2C12 myoblasts at 48 h post-transduction were 
incubated in differentiation medium (DMEM + 2% horse serum) and β-gal activity was 
measured as described above 10 days later. For histochemical staining of myotubes, 200 000 
C2C12 myoblasts were plated in six-well plates. The next day, the medium was replaced with 
2 ml of fresh medium containing the HD diluted at a MOI of 100 transduction units (TU)/cell. 
Forty-eight hours later, the medium was replaced with differentiation medium and, 10 days 
later, the cells were ﬁxed with 0.5% glutaraldehyde in PBS for 3 min at room temperature. β-
gal was then visualized by incubation with X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-
galactoside) using standard procedures. To test the activity of the promoter in the context of 
LV, 293A, HeLa, A549 and C2C12 myoblasts were seeded at 50 000 cells/well in 24-well 
dishes 24 h before transduction. The LV was diluted in DMEM supplemented with 5% FBS 
and 8 μg/ml polybrene and incubated for 30 min at 37◦C. The culture medium was removed 
and the LV/polybrene mix was applied directly onto the cells, which were then incubated 
overnight at 37◦C. The medium was removed and replaced with fresh culture medium. At 48 h 
(293A, A549, HeLa) or 72 h (C2C12) post-transduction, some cells were detached with 
trypsin and ﬁxed with 2% paraformaldehyde. The ﬂuorescence index [calculated from the 
product of (the percentage of GFP-positive cells) and the (mean ﬂuorescence intensity of the 
GFP positive cell population)] was measured using BD LSRII ﬂow cytometer. The remaining 
cells were transferred onto six-well plates. Some C2C12 myoblasts were maintained in culture 
for 2 months and analyzed as described above by ﬂow cytometry at 7, 30 and 60 days post-
transduction. 
 
4.3.6  Western blot analysis of GFP expression 
 
The strength of ΔUSEx3 in the context of LV in differentiated myotubes was evaluated by 
measuring GFP expression using Western blotting. At 7 and 60 days post-transduction with 
the LV, 200 000 myoblasts were plated into six-well plates. The next day, the medium was 
replaced with differentiation medium. Ten days later, the dishes were washed with PBS and 
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the myotubes were lysed with 200 μl of lysis buffer 1X [142 mM KCl, 5 mM MgCl 2 , 25 mM 
HEPES pH 7.5, 2 mM ethylene glycol tetraacetic acid, 0.3% NP-40) supplemented with 100 
µg/ml of protease inhibitors (Roche, Laval, QC, Canada). After 30 min of incubation at 4◦C, 
the lysate was clariﬁed by centrifugation. Protein concentration was determined by the Bio-
Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories). The same amount of total protein was 
analyzed by Western blotting using a rabbit polyclonal antibody against GFP generated using 
bacterially expressed GFP (684), followed by a horseradish peroxidase-conjugated donkey 
anti-rabbit immunoglobulin IgG antibody (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). As a 
loading control, the membrane was also incubated with a mouse anti-actin antibody (clone C4; 
ICN, Aurora OH, USA), followed by horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 
antibody (Amersham Biosciences). The signal was revealed by chemiluminescence using the 
ECL Western Blotting detection reagents (Amersham Biosciences) and analyzed with a digital 
imaging system (ImageQuant™ LAS 4000 mini biomolecular imager; GE Healthcare). 
 
4.3.7  Animal studies 
 
Animal experiments were performed in accordance with the McGill University and 
Biotechnology Research Institute Guidelines for animal care. To study the strength of 
ΔUSEx3 in muscle in vivo in the context of HD, the tibialis anterior (TA) muscle of neonatal 
(5-day-old) mdx mice (C57BL/10ScSn-mdx/J; Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) 
was injected as described previously (462) once with 10 µl of HD-Δx3LacZ or HD-CAGLacZ 
at a titer of 3.5 x 10
10 
or 4.6 x 10
10 
TU/ml, respectively. At 13 days post-injection, the TA was 
analyzed for β-gal expression by luminometry and by histochemical staining of cryostat 
sections as described previously (685). To study the strength of ΔUSEx3 in nonmuscle tissue, 
5-6-week-old normal mice (CD1; Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) were 
injected through the tail vein with 200 µl of PBS containing 2.0 x 10
9
 TU of HD. At 48 h post-
injection, the mice were sacriﬁced and liver, spleen and lungs were harvested and lysed in β-
gal buffer for the reporter gene assay (Roche Molecular Biochemicals). The solution was 
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clariﬁed by centrifugation and β-gal was measured in the supernatant by luminometry in 
accordance with the manufacturer’s instructions. The cell pellet (insoluble tissue fraction) was 
kept to isolate the DNA for real-time PCR (see below). The data were expressed as relative 
units of β-gal activity per µg of total protein determined by the Bio-Rad DC Protein Assay 
(Bio-Rad Laboratories). DNA was extracted from the insoluble tissue fraction (liver, lung and 
spleen) by resuspending the insoluble fraction into 0.5 ml of lysis buffer (100 mM Tris-HCl 
pH 8.5, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.2% sodium dodecyl sulfate, 200 mM NaCl 
containing 20 µg/ml proteinase K) and incubated overnight at 50◦C. The samples were 
extracted with phenol/chloroform followed by ethanol precipitation. The DNA pellet was re-
suspended in TE buffer and the concentration was determined by spectrophotometry at 260 
nm. Quantitative real-time PCR was performed as described above using 40 ng of DNA and 
primers 5’-TTGCTGGCCTGTTTCAACCTTGCT-3’ and 5’-
TGCAGTGGCTTTCCTAACACTGGT-3’, which bind to a stuffer region of the HD. Values 
were then normalized to the genomic DNA content using primers for the murine adipsin gene. 
To compare the strength of ΔUSEx3 and SPcΔ5-12 in muscle in vivo in the context of LV, the 
TA muscle of neonatal (3-5-day-old) mdx mice were injected once with 10 µl of LV-Δx3GFP 
or LV-Δ5-12GFP at a titer of 2.0 x 109 TU/ml in DMEM + 5% FBS, or with the buffer only. 
At 30 days post-injection, the mice were euthanized and the entire TA were removed and 
frozen in liquid-cooled isopentane. Cryostat sections (8 µm thick) were ﬁxed overnight with 
vapors of formaldehyde at -20◦C as described previously (686). The sections were dried at 
room temperature for 1 min and mounted in Fluormount-G (SouthernBiotech, Birminghan, 
AL, USA) and observed with a confocal microscope (Fluoview
TM
 FV10i; Olympus, Tokyo, 
Japan). For Western blot analysis of GFP expression, 50 cryostat sections (8 µm thick) were 
extracted using 100 µl of the same buffer as described above for the myotubes. The samples 
were then clariﬁed by centrifugation and 50 µg was processed for Western blotting using the 
same protocol as that for the myotubes. The cell pellet was used to extract the DNA of the 
sample to measure the number of vector genomes per ng of genomic DNA. The extraction was 
performed as described above for the tissues injected with the HD. Real-time PCR was 
performed as described above for the C2C12 myoblasts transduced with the LV. 
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4.3.8  Statistical analysis 
 
Data were compared with each other using Student’s t-test. p < 0.05 was considered 
statistically signiﬁcant. The HD intravenous injection data were transformed into their natural 
logarithms before the analyses. All data are presented as the mean ± SEM. 
 
4.4  Results 
4.4.1  Promoters and viral vectors used in the present study 
 
The structures of ΔUSEx3 and viral vectors used in the present study are shown in Figure 4-1. 
ΔUSEx3 consists of three copies of the truncated upstream enhancer of the human slow TnI 
gene (ΔUSE) fused to the minimal promoter of that gene (623). To evaluate the strength and 
tissue speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of a non-integrating vector, we constructed an HD 
encoding two copies of β-gal, each regulated by ΔUSEx3 (HD-Δx3LacZ). To facilitate the 
titration of the HD, we inserted a GFP expression cassette regulated by CMV into the vector. 
As a control, we constructed a second HD (HD-CAGLacZ), encoding β-gal regulated by the 
hybrid CMV enhancer/β-actin promoter (CAG) (687). We used CAG (also known as CB) as a 
control because this promoter is signiﬁcantly stronger than CMV in skeletal muscle in the 
context of HD (497). Because of its strength, CAG has been successfully used to express full-
length dystrophin and utrophin in skeletal muscle after gene transfer with HD (467, 468, 469, 
676, 678). To investigate the strength and speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of an 
integrating vector, we constructed an LV expressing GFP regulated by ΔUSEx3 (LV-
Δx3GFP) and, as a control, an LV expressing GFP regulated by CMV (LV-CMVGFP). 
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Figure 4-1. Structure of ΔUSEx3 and viral vectors. 
(A) Cartoon of ΔUSEx3. The promoter was made by linking three copies of ΔUSE to the minimal promoter of 
the slow TnI gene (623). The numbers below the construct indicate the nucleotide position in the original gene. 
The construct contains a small intron derived from SV40. (B) Structure of the two HDs encoding β-gal regulated 
by CAG (HD-CAGLacZ) or ΔUSEx3 (HD-Δx3LacZ). In addition to the β-gal expression cassette, each vector 
carries an expression cassette for GFP controlled by the CMV promoter. Stuffer, fragment of DNA used to 
maintain the size of the vector to 32 kb; pA, polyadénylation signal; ITR, inverted terminal repeats; Ψ , 
packaging signal. (C) Structure of the two LVs encoding GFP regulated by the CMV (LV-CMVGFP) or ΔUSEx3 
(LV-Δx3GFP). The structure of the LVs after reverse transcription and integration is depicted. Note that LV-
Δx3GFP does not contain the SV40 intron. Tet, tetracycline-regulated promoter; U5 and R, unique 5’ and repeat 
regions of the LTR; Ψ, packaging signal; RRE, rev-responsive element; WPRE, woodchuck hepatitis virus post-
transcriptional regulatory elements. cPPT, central polypurine track. 
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4.4.2  Strength and speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of HD in cell culture 
 
We ﬁrst compared the activity of ΔUSEx3 in the context of HD in cell culture. The vectors 
were ﬁrst puriﬁed by two rounds of CsCl centrifugation and the infectious titer (TU/ml) was 
determined by measuring the percentage of GFP-positive cells by ﬂow cytometry after 
transduction of 293 cells. Nonmuscle cells (HeLa, A549 and Jurkat) and C2C12 myoblasts 
were transduced with the same quantity (TU/cell) of either HD-Δx3LacZ or HD-CAGLacZ, 
and β-gal activity was quantiﬁed 2 days later by luminometry. Cultures of transduced 
myoblasts were also differentiated into myotubes and β-gal activity was measured 10 days 
later. β-gal activity was normalized to the values obtained with HD-CAGLacZ, which was 
arbitrarily set to 100. The level of β-gal expression in HeLa, Jurkat and C2C12 myoblasts 
obtained with HD-Δx3LacZ (despite the fact that it carries two copies of the β-gal expression 
cassette) was 2% or less than the value obtained with HD-CAGLacZ. This demonstrates a 
very weak activity of ΔUSEx3 in these cells (Figure 4-2A). In A549 cells, however, ΔUSEx3 
was more active because the β-gal activity of HD-Δx3LacZ corresponded to 8.9% of the value 
of HD-CAGLacZ. Importantly, there was a signiﬁcant increase of ΔUSEx3 activity during 
muscle differentiation because the β-gal activity of HD-Δx3LacZ increased from 0.8% in 
myoblasts to 19% in myotubes compared to HD-CAGLacZ (Figure 4-2A). To conﬁrm the 
strength of ΔUSEx3 in differentiated muscle, myotubes were processed for β-gal 
histochemistry. Intensely and homogeneously stained myotubes were readily observed after 
transduction with HD-Δx3LacZ, thus conﬁrming its strong activity in differentiated muscle 
cells (Figure 4-2B). The relative weaker activity of ΔUSEx3 compared to CAG in myotubes in 
the context of HD is similar to the value obtained after transfection of plasmids (623). The 
difference of β-gal activity between the two HDs was not a result of different transduction 
efﬁcacies because the percentage of GFP-positive cells was the same in HeLa, Jurkat and 
A549, and only slightly less for HD-Δx3LacZ in C2C12 myoblasts (Figure 4-2C). 
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Figure 4-2. β-gal expression after gene transfer with HD-CAGLacZ and HD-Δx3LacZ in cell culture. 
Nonmuscle cells (HeLa, Jurkat and A549) and myoblasts (C2C12) were transduced with the two HDs and β-gal 
activity was measured 48 h later by luminometry. Some myoblasts were differentiated into myotubes and β-gal 
expression was measured 10 days later. The MOI used was 25 TU/cell for HeLa and A549, and 100 TU/cell for 
Jurkat and C2C12. (A) Quantiﬁcation of β-gal expression. The β-gal activity was normalized to the value of HD-
CAGLacZ, which was set arbitrary to 100. *HD-Δx3LacZ smaller than HD-CAGLacZ (n = 9). (B) Images of 
myotubes transduced with HD and processed for β-gal histochemistry. The transduced myotubes appear blue. (C) 
The percentage of cells expressing GFP was determined by ﬂow cytometry at 48 h post-transduction (n = 3). 
*Means signiﬁcantly different from each other. 
 
4.4.3  Strength and speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of HD in vivo 
 
Having investigated the activity of HD-Δx3LacZ in cell culture, the next step was to compare 
this vector with HD-CAGLacZ in vivo. The TA muscle of young (5-day-old) mdx mice was 
injected with comparable amount of HDs and transduction efﬁcacy was analyzed 13 days 
later. On cryostat sections processed for β-gal histochemistry, strong homogeneously stained 
β-gal positive ﬁbers were observed after treatment with both HDs (Figure 4-3A). Notably, the 
mean number of β-gal positive ﬁbers (Figure 4-3B) after treatment with HD-Δx3LaZ was 
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approximately half the number obtained with HD-CAGLacZ. That value corresponds to 28% 
of the average number of ﬁbers (1700) in the TA muscle of mdx mice (688). Lysis of muscle 
and measurement of β-gal produced by HD-Δx3LacZ showed 20% of the value obtained with 
HD-CAGLacZ (Figure 4-3C). Taken together, these data demonstrate a strong expression 
level for a tissue-speciﬁc promoter, considering the fact that CAG is the most active regulatory 
element in skeletal muscle described so far (497, 689). To study the activity of ΔUSEx3 in 
nonmuscle tissues, adult mice were injected through the tail vein with HD-Δx3LacZ and HD-
CAGLacZ at the same titer. The transduction level was determined by measuring β-gal 
activity by luminometry 48 h post-injection in the liver, lung and spleen. The value was then 
normalized to the level obtained with HD-CAGLacZ. Compared to HD-CAGLacZ, 23-to 50-
fold less β-gal activity was detected in the three organs tested after injection with HD-
Δx3LacZ, thus conﬁrming the weak activity of ΔUSEx3 in nonmuscle tissues (Figure 4-4A). 
This was not a result of the absence of vector DNA in the tissues because the number of vector 
copies in the three organs tested was comparable between the two vectors injected (Figure 4-
4B). It should be noted that the larger variation of the data sets that we observed in the in vivo 
experiments, compared to cell culture, is most likely a consequence of the variability of the 
injection techniques. 
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Figure 4-3. β-gal expression after gene transfer with HD-CAGLacZ and HD-Δx3LacZ in mdx mouse muscle. 
The TA of 5-day-old mdx mice was injected with 10 μl of puriﬁed HD-CAGLacZ (4.6 x 1010 TU/ml) or with 10 µl of 
HD-Δx3LacZ (3.5 x 10
10 
TU/ml). Thirteen days later, the muscles were processed for β-gal expression. (A) Cryostat 
sections were processed for β-gal histochemistry. The transduced muscle ﬁbers are blue. The right row shows a higher 
magni ﬁ cation of the micrographs of the left row. (B) Number of β-gal positive ﬁbers per muscle (n = 10); *Means 
signiﬁcantly lower than HD-CAGLacZ. (C) β-gal activity measured by luminometry. HEPES, muscles injected with 
buffer only (n = 6); *Mean of HD-Δx3LacZ signiﬁcantly lower than HD-CAGLacZ (n = 10). 
 
Figure 4-4. β-gal expression after gene transfer with HD-CAGLacZ and HD-Δx3LacZ in nonmuscle tissues. 
Adult normal mice were injected through the tail vein with 2.0 10
9 
TU of HD-CAGLacZ (n = 6), or HD-Δx3LacZ (n = 
5), or with PBS (n = 5). (A) Forty-eight hours later, the liver, lung and spleen were analyzed for β-gal expression by 
luminometry. For each tissue, β-gal activity was normalized to the value obtained with HD-CAGLacZ, which was set 
to 100. *Means of HD-Δx3LacZ signiﬁcantly lower than HD-CAGLacZ. (B) The vector copy number per 100 ng of 
genomic DNA was measured by real-time PCR. The means were not different from each other. 
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4.4.4 Strength and speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of LV 
 
To investigate the strength and muscle speciﬁcity of ΔUSEx3 in the context of an integrating 
vector, nonmuscle cells (293, HeLa and A549) and muscle cells (C2C12 myoblasts) were 
transduced with known amounts of LV expressing GFP regulated by ΔUSEx3 (LV-Δx3GFP) 
and CMV (LV-CMVGFP) as a control (Figure 4-1). The only difference in the structure of 
ΔUSEx3 between HD and LV is the absence of the SV40 intron in the later vector. These two 
LVs are derived from a conditional self-inactivating LV (682). After integration, transcription 
from the left LTR, which produces the LV RNA encompassing the GFP coding sequence, can 
be initiated by the binding of the rtTA on the Tet operator in the left LTR in the presence of 
doxycycline. Consequently, GFP can be produced after integration of the LV in cells 
expressing rtTA even in the absence of internal promoter (314, 682). This property was used 
to titer the LV by ﬂow cytometry on 293 cells stably expressing the rtTA. 293, HeLa and 
A549 cells were transduced at a MOI of 10 and C2C12 myoblasts at a MOI of 100 TU/cell. 
GFP expression was then measured 2 or 3 days later by ﬂow cytometry. Under these 
experimental conditions, in 293 and HeLa cells (without doxycycline), the GFP expression 
level conferred by LV-Δx3GFP was lower than 1% of the value of obtained with LV-
CMVGFP (Figure 4-5A). By contrast, in A549 cells, in agreement with our experiments with 
HD, GFP expression was higher because it corresponded to 12% of the value of LV-
CMVGFP. In C2C12 myoblasts, the relative GFP expression level of LV-Δx3GFP was 29% 
of the value of LV-CMVGFP. In all cell lines tested, the number of integrated copies of LV 
was comparable between the two LV, indicating the differential GFP expression level was not 
a result of different transduction efﬁcacies (Figure 4-5B). We then compared the strength of 
ΔUSEx3 in myotubes after differentiation of previously transduced C2C12 myoblasts. After 
10 days in differentiation medium, well developed myotubes were present in the culture. 
Under the ﬂuorescence microscope, GFP appears as a diffuse green ﬂuorescence staining 
throughout the myotubes (Figure 4-6A). No difference in the intensity of the ﬂuorescent signal 
was observed between cells transduced with LV-Δx3GFP and LV-CMVGFP. To quantify 
more precisely the level of GFP expression, the myotubes were lysed and GFP was analyzed 
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by Western blotting (Figure 4-6B). The signal was then quantiﬁed and normalized to the value 
obtained with LV-CMVGFP (Figure 4-6C). There was no signiﬁcant difference in the amount 
of GFP produced in cells transduced with LV-Δx3GFP and LV-CMVGFP. Taken together, 
these data conﬁrm our experiments with HDs showing that ΔUSEx3 is a strong and muscle-
speciﬁc promoter, regardless of whether it is used in the context of an episomal or integrative 
vector. 
 
 
Figure 4-5. GFP expression after gene transfer with LV-CMVGFP and LV-Δx3GFP in cell culture. 
Nonmuscle cells (293, HeLa and A549) were transduced at a MOI of 10 (TU/cell) with the LVs, whereas the 
myoblasts (C2C12) were transduced at a MOI of 100. (A) The ﬂuorescence index of the cell population [(% of 
cells expressing GFP) x (green ﬂuorescence intensity of positive cells)] was measured by ﬂow cytometry at 48 h 
(293, HeLa and A549) or 72 h (C2C12) post-transduction. *Means of LV-Δx3GFP signiﬁcantly smaller than LV-
CMVGFP (n = 6). (B) The transduction efﬁcacy was determined by measuring the copy number of vector DNA 
in each cell line by real-time PCR. For a particular cell type, the means are not different from each other (n = 6). 
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Figure 4-6. GFP expression after gene transfer with LV-CMVGFP and LV-Δx3GFP in cultures of myotubes. 
C2C12 myoblasts were transduced at a MOI of 100 with LV-CMVGFP or LV-Δx3GFP. Eight days later, the 
myoblasts were differentiated into myotubes and processed for GFP expression by Western blot analysis. (A) 
Image of myotubes 10 days after differentiation. (B) Samples of C2C12 myotubes after 10 days of differentiation 
from two different experiments (Experiments 1 and 2) were processed for Western blotting using an antibody 
against GFP. As a loading control, the blots were also incubated with an antibody against β-actin. Cont: 
nontransduced cells. (C) Quantiﬁcation of GFP expression. The relative signal intensity of GFP for each sample 
was normalized to the value of β-actin. The means are not signiﬁcantly different from each other (n = 6). 
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4.4.5  The activity of ΔUSEx3 is more stable than CMV in cell culture 
 
In addition to speciﬁcity and strength, one important property of a tissue-speciﬁc promoter is 
its ability to confer long-term expression by being resistant to promoter silencing. To 
determine whether another advantage of ΔUSEx3 (in addition of its tissue speciﬁcity and 
strength) is its capacity to sustain long-term gene expression, we compared the level of GFP 
expression in myoblasts previously transduced with LV-Δx3GFP or LV-CMVGFP for a 
period of 2 months. GFP expression was also investigated after differentiation of the 
myoblasts into myotubes at the end of the study. In myoblasts, the activity of ΔUSEx3 did not 
signiﬁcantly decrease for the duration the study (Figure 4-7A). By contrast, expression from 
CMV diminished to 13% of the initial value after 2 months. A signiﬁcant reduction was also 
observed at 1 month post-transduction (Figure 4-7A). The improved stability of ΔUSEx3 was 
mirrored in myotubes because there was signiﬁcantly more GFP produced relative to CMV at 
2 months versus 8 days post-transduction (Figures 7B and 7C). 
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Figure 4-7. The activity of ΔUSEx3 is more stable than CMV in the context of LV in muscle cell culture. 
 C2C12 myoblasts were transduced with LV-Δx3GFP or with LV-CMVGFP at a MOI of 100 TU. The 
transduced and nontransduced control cells (CNT) were maintained in culture for 60 days. The experiment was 
performed twice in triplicate each time (n = 6). (A) The relative GFP ﬂuorescence intensity was measured at 7, 30 
and 60 days post-transduction. The data are the ﬂuorescence index [(% of GFP positive myoblasts) x 
(ﬂuorescence intensity of positive myoblasts)] normalized to the value obtained with LV-CMVGFP at day 7, 
which was set to 100. The data were normalized to the copy number of LV genome. *Means signiﬁcantly higher 
than LV-CMVGFP. **Means smaller than the value at day 7. (B) Western blot analysis of GFP expression in 
myotubes. At 60 days post-transduction, the myoblasts were differentiated for 10 days into myotubes. The same 
amount of protein was analyzed by Western blot using an antibody against GFP. As a control, the membrane was 
incubated with an antibody against β-actin. Cont: nontransduced myoblasts after differentiation into myotubes. 
(C) The GFP expression level of the myotubes was quantiﬁed by scanning the membrane and the signal was 
normalized to β-actin. The data are compared with the GFP value obtained with LV-CMVGFP, which was 
arbitrary set to 100. The data of the 8-day time point are the same as in Figure 4-6. The data were normalized to 
the copy number of LV genome. *Mean signiﬁcantly higher than LV-CMVGFP. 
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4.4.6  Comparison of ΔUSEx3 with a strong muscle-speciﬁc promoter (SPcΔ5-12) in the 
context of LV 
 
Strong muscle-speciﬁc promoters with activity higher than that of natural promoters can be 
created by linking together several copies of myogenic regulatory elements (624). To compare 
the strength of ΔUSEx3 with a strong muscle-speciﬁc promoter, we constructed an LV 
expressing GFP (LV-Δ5-12GFP) regulated by an artiﬁcial muscle speciﬁc promoter referred to 
as SPcΔ5-12. This promoter is identical to SPc5-12 (624), except for a small deletion of 69 bp 
that removes four myogenic regulatory elements (Figure 4-8A). The structure of SPcΔ5-12 
resembles that of SPc5-5 (624), except for one extra serum response element and one TEF-1 
binding site in the SPcΔ5-12 sequence. In a previous study, it was demonstrated that, in a 
culture of myotubes, the activity of SPc5-5 was four-fold better than the natural skeletal α-
actin promoter and 1.6-fold weaker than SPc5-12 (624). We ﬁrst compared the activity of 
SPcΔ5-12 in the context of LV with that of ΔUSEx3 in culture of muscle cells. Actively 
dividing C2C12 myoblasts were transduced at a MOI of 100 TU with LV-Δx3GFP and LV-
Δ5-12GFP. The level of GFP expression was then analyzed in actively dividing myoblasts and 
after differentiation into myotubes (Figure 4-8). In myoblasts, SPcΔ5-12 was found to be two-
fold more active than ΔUSEx3. However, after differentiation into myotubes, no difference in 
the level of GFP expression between the two promoters (as visualized under the ﬂuorescence 
microscope and after Western blotting) was observed. The activity of ΔUSEx3 and SPcΔ5-12 
was also compared in nonmuscle cells. HeLa, A549 and 293 cells were transduced with the 
two LV at a MOI of 10 TU, and GFP expression was analyzed 48 h later by ﬂow cytometry. 
The relative activity of the two promoters was close to each other in HeLa [ΔUSEx3 was 2.3-
fold weaker (p < 0.01, n = 3)] and in A549 cells [ΔUSEx3 was 2.1-fold higher (p < 0.01, n = 
3)]. This contrasts with 293 cells, where the relative activity of ΔUSEx3 was 71 fold lower 
than SPcΔ5-12 (p < 0.01, n = 3). 
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Figure 4-8. Activity of ΔUSEx3 and SPcΔ5-12 in the context of LV in muscle cell culture. 
(A) Structure of SPcΔ5-12. The position of the myogenic regulatory elements making up this promoter, as well as the TATA 
box and transcription initiation site (arrow), are shown. This promoter is identical to SPc5-12 (624), except for an internal 
deletion of 69 bp that removes two MEF-2, one TEF-1 and one MEF-1 sites. (B) Strength of the two promoters in dividing 
myoblasts. C2C12 myoblasts were transduced with LV-Δx3GFP or with LV-Δ5-12GFP using a MOI of 100 TU. The 
experiment was performed twice in triplicate each time (n = 6). The green ﬂuorescence intensity of the cell population was 
measured by ﬂow cytometry at 3 days post-transduction for one experiment, and at 9 days post-transduction for the other 
experiment. The data are the ﬂuorescence index [(% of cells expressing GFP) x (green ﬂuorescence intensity of positive 
cells)] normalized to the copy number of LV genome. *Means signiﬁcantly higher than LV-Δx3GFP. (C) Images of myotubes 
transduced with LV. At 7 days post-transduction, the myoblasts were differentiated for 10 days into myotubes. Control: 
myotubes made from nontransduced myoblasts. (D) Western blot analysis of GFP expression in myotubes after 10 days of 
differentiation. The same amount of protein was analyzed by Western blot using an antibody against GFP. As a control, the 
membrane was incubated with an antibody against β-actin; Cont: non-infected myotubes. (E) Quantiﬁcation of GFP in 
myotubes. The GFP signal intensity was quantiﬁed by scanning the membrane and the signal was normalized to β-actin. The 
data were also normalized to the copy number of LV genome in the cells. Means are not signiﬁcantly different from each 
other (n = 6). 
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We then compared the activity of SPcΔ5-12 in mouse muscle in vivo. The TA of neonatal mdx 
mice was injected with the same amount of LV-Δx3GFP (n = 8) and LV-Δ5-12GFP (n = 12) 
and GFP expression was analyzed 30 days later. Examination of muscle cryostat sections with 
a confocal microscope demonstrated the presence of GFP positive muscle ﬁbers in the muscle 
treated with LV-Δx3GFP or LV-Δ5-12GFP, although the signal intensity was signiﬁcantly 
stronger with the latter vector (Figure 4-9A). No such GFP positive muscle ﬁbers were 
observed in mdx muscle injected with the buffer only. The level of GFP expression was then 
quantiﬁed by Western blot analysis. To reduce the experimental variation caused by the 
injection procedure, only the ﬁve best transduced muscles from each group were used for the 
analysis and the data were normalized to the copy number of the LV genome in the muscle. In 
agreement with the microscopic observation, more GFP (ﬁve-fold) was produced by the 
muscles transduced with LV-Δ5-12GFP (Figures 9B and 9C). This contrasts with the 
myotubes data, where no signiﬁcant difference of activity was observed between the two 
promoters. 
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Figure 4-9. Activity of muscle-speciﬁc promoters after intramuscular injection of mdx mice with LV. 
The TA muscles from mdx neonates were injected either LV-Δx3GFP or LV-Δ5-12GFP. GFP expression was 
analyzed 1 month later. (A). Picture of GFP signal of cryostat sections of muscle injected either with buffer  
(Control), LV-Δx3GFP or LV-Δ5-12GFP. (B) Western blot analysis of GFP expression in muscle. The ﬁve 
muscles that showed the highest GFP expression for each LV are compared together using an antibody against 
GFP. As a control, the membrane was incubated with an antibody against β-actin. Cont: muscle injected with 
buffer only. (C) Quantiﬁcation of GFP in muscle. The GFP signal intensity was quantiﬁed by scanning the 
membrane and the signal was normalized to β-actin. The data were also normalized to the copy number of LV 
genome in the muscle. *Means are signiﬁcantly different from each other (n = 5). 
 
4.5  Discussion 
 
In a previous study (623), we showed that ΔUSEx3 was a strong muscle-speciﬁc promoter in 
cell culture and in vivo. Because these experiments were performed by transfection of plasmid 
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DNA, we decided to investigate whether the strength and speciﬁcity of the ΔUSEx3 was 
preserved in the context of two different viral vectors, an episomal (HD) and an integrative 
(LV) vector that have the potential to be used for gene and cell therapy of DMD. We 
compared the strength of ΔUSEx3 in the context of HD with the CAG promoter because this 
promoter was employed in our previous in vivo experiments to drive the full-length dystrophin 
and utrophin expression in mdx mouse muscle (466, 467, 468, 469, 497). CAG is a powerful 
promoter in skeletal muscle in vivo (689, 690) and, in the context of HD, it is much stronger 
than CMV (497). Because of the large transport capacity of HD, and because our previous 
experiments with this vectors were performed with HD carrying two copies of the dystrophin 
or utrophin cDNAs, we tested a vector (HD-Δx3LacZ) that contained two copies of the 
ΔUSEx3 expression cassettes. Despite these two promoter copies, ΔUSEx3 was still weaker 
than CAG in differentiated muscle. When normalized for the number of promoters carried by 
the HD, the activity of ΔUSEx3 (by comparing the amount of β-gal produced) was ten-fold 
weaker than CAG in cultures of myotubes and in skeletal muscle in vivo. Notwithstanding its 
weaker activity, several observations indicate that ΔUSEx3 is a strong promoter in muscle in 
the context of HD: (i) β-gal activity after gene transfer with HD-Δx3LacZ in myotubes and in 
muscle in vivo was 400-fold greater than the background value of mock transduced cells and 
tissues; (ii) obvious and strongly stained β-gal positive myotubes and muscle ﬁbers were 
detected after treatment with HD-Δx3LacZ (Figures 2B and 3A); and (iii) on average, almost 
500 muscle ﬁbers (28% of the TA muscle ﬁbers) (688) were producing a detectable amount of 
β-gal after a single injection of HD, which is signiﬁcantly more than when similar experiments 
were performed with an HD carrying dystrophin regulated by CMV (659). We have 
previously observed that the strength of CAG was comparable to ΔUSEx3 and CMV after 
electrotransfer of plasmid in skeletal muscle (623). By contrast, in the context of HD, CAG is 
more efﬁcient than ΔUSEx3 (Figure 4-3) and CMV (497). The reason for this is not clear. The 
DNA of both HD and plasmid becomes associated with nucleosomes in the cell nucleus after 
transduction (505, 673, 674, 691). However, the HD DNA is also associated with viral core 
proteins and the terminal protein. It is possible that this unique protein-DNA complex 
facilitates transcription from certain promoters such as CAG. An important property of a 
muscle-speciﬁc promoter is its level of activity in nonmuscle cells, which ideally should be 
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weak. Indeed, except for a higher activity in A549 (cells derived from human lung tumor), the 
relative activity of ΔUSEx3 in nonmuscle cell lines and tissue (lung, liver and spleen) was no 
greater than 2% of the value obtained with CAG (after normalization for the promoter copy 
number). Taken together, these data indicate that ΔUSEx3 remains a strong muscle-speciﬁc 
promoter in the context of HD both in cell culture and in vivo In a culture of myotubes at early 
time points (less than 2 weeks) after transduction with LV, the activity of ΔUSEx3 was 
comparable to the strong ubiquitous CMV promoter, indicating it is strongly active in vitro in 
muscle culture. Most importantly, in actively dividing myoblasts, we showed that gene 
expression provided by ΔUSEx3 was signiﬁcantly more stable than CMV during 2 months of 
culture. This observation is consistent with previous studies showing that the CMV promoter 
is prone to silencing in the context of episomal as well as integrative vectors (618, 692, 693). 
For this reason, even if muscle speciﬁcity was not an issue, ΔUSEx3 would be preferable to 
CMV for driving sustained gene expression in muscle cell culture. The muscle speciﬁcity of 
ΔUSEx3 was also maintained in the context of LV, as demonstrated by the fact that its activity 
in HeLa and 293A cells was lower than 1% of the activity of CMV. The relative activity of 
ΔUSEx3 in A549 cells (12% of the value of CMV) is higher than the values measured after 
transfection of plasmid (lower than 2%) (623). The reason for this difference is not clear. The 
integration pattern of the LV, which possesses a preference for actively transcribed genes 
(694), might facilitate the interaction of ΔUSEx3 with muscle transcription factors that could 
be present at low level in this cancer cell line. Alternatively, active enhancers present in the 
vicinity of the LV integration site might transactivate the ΔUSEx3 promoter. We also 
observed that ΔUSEx3 was more active in C2C12 myoblasts (29% of the value of CMV) in 
the context of LV compared to HD (Figures 2 and 5). This is clearly a property of LV because 
the activity of ΔUSEx3 after transient transfection of plasmid in C2C12 myoblasts 
corresponds to 0.4% and 3% of the value of CAG and CMV, respectively (unpublished 
observations). As hypothesized for A549 cells, the microenvironment of the active 
transcription units where LV is preferentially integrated could be responsible for this 
difference. Insertion of cis-acting DNA elements, such as insulators within the LV backbone 
(695), might protect the activity of ΔUSEx3 from being modulated by the presence of cis- and 
trans-acting elements in the vicinity of the integration sites in the genome. 
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We also compared ΔUSEx3 in the context of LV with a small synthetic muscle-speciﬁc 
promoter (SPcΔ5-12), that was constructed by linkage of several myogenic regulatory 
elements to the minimal promoter of the skeletal α-actin promoter. The structure of SPcΔ5-12 
resembles that of SPc5-5 (624). In cultures of muscle and nonmuscle cells, the activity of 
SPcΔ5-12 was comparable to ΔUSEx3, except in 293 cells where it was signiﬁcantly stronger. 
This was not the case after gene transfer in skeletal muscle in vivo because ΔUSEx3 was 
found to be ﬁve-fold weaker than SPcΔ5-12. The reason for this discrepancy between the cell 
culture and in vivo data is not clear. The unique properties of the skeletal muscle ﬁbers (long-
lived, post-mitotic, very large polynucleated cells) obviously differ from those of myotubes in 
cell culture. Additionally, the response of ﬁbers to cues of the micro-environment should 
affect gene expression by certain pathways stimulated only in vivo. After integration, it is 
possible that ΔUSEx3 is silenced by some epigenetic modiﬁcations of the chromatin. If this 
were the case, a cis-acting DNA sequence (insulator elements, matrix attached regions, 
chromatin opening elements) known to protect genes from silencing could be inserted into the 
backbone of the LV to restore the activity of ΔUSEx3 in vivo (512, 695, 696). Another 
possibility for the weak activity of ΔUSEx3 in vivo could be the presence of a repressor that 
would inhibit transcription. If such a repressor is produced by the muscle ﬁbers, it would be 
less active on an episomal vector because excellent transgene expression was demonstrated 
after gene transfer of plasmid DNA (623) or after injection of HD (Figure 4-2). A few very 
strong muscle-speciﬁc promoters (SPc5-12, MHCK7, dMCK and tMCK, as well as the human 
desmin promoter), whose activity in skeletal muscle are either equivalent or even better than 
CMV, have been described previously (210, 326, 624, 626). Unfortunately, none of these 
promoters were evaluated in the context of HD. Although none of them were compared side 
by side with the CAG in the context of viral vectors, SPc5-12 was shown to be weaker than 
CAG after transfection of plasmid in muscle cell culture and after electrotransfer in skeletal 
muscle in vivo (690). Skeletal mouse muscle has been reported to be difﬁcult to transduce with 
LV (354, 355) and only a few studies have evaluated the efﬁcacy of muscle-speciﬁc promoters 
with this vector. In the context of LV, the desmin promoter showed an efﬁcacy comparable to 
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CMV in culture of C2C12 myotubes and, consequently, its activity is comparable to ΔUSEx3. 
In vivo, the strength of desmin promoter was equivalent to CMV. Desmin promoter was also 
more efﬁcient than the MCK promoter. Interestingly, good transduction has been reported in 
mdx skeletal muscle in vivo using the promoter of skeletal α-actin (354). Our in vivo data 
showed that SPcΔ5-12, which also contains the minimal promoter of skeletal α-actin, is 
signiﬁcantly better than ΔUSEx3, suggesting that some cis-acting DNA elements within this 
promoter are advantageous for gene transfer in skeletal muscle in the context of LV. Several 
synthetic powerful muscle-speciﬁc promoters containing the minimal promoter of skeletal α-
actin have been described (624). These promoters were selected from a screen in muscle cell 
culture. Because our data show it is difﬁcult to predict the behavior of a promoter in vivo 
based on cell culture data, it would be interesting to analyze some of these promoters in the 
context of LV in vivo to determine whether some are better than SPcΔ5-12. 
 
Another interesting property of ΔUSEx3 is its relative small size of 504 bp (without the 
intron). It is larger than SPc5-12 (335 bp) and SPcΔ5-12 (266 bp), although it has the same 
size as dMCK (509 bp). It is smaller than tMCK (720 bp), MHCK7 (770 bp) and the desmin 
promoter (1.7 kb). Although the promoter size is not an important issue when dealing with a 
vector such as HD with a large transport capacity of 35 kb, this is not the case when using 
vectors with smaller transport capacity such as LV (6-7 kb, to obtain optimal titers) or single-
stranded AAV (4.7 kb) or double-stranded AAV (2.3 kb). This is particularly important for 
gene therapy of DMD because even the microdystrophin (4-5 kb) and the Becker 
minidystrophin (6.0 kb) are encoded by relatively large cDNAs that are at the limit of the 
transport capacity of AAV and LV, respectively. In theory, the size of ΔUSE3 could be 
reduced further by removing the linker DNA sequences that ﬂank the ΔUSE enhancer. The 
size of ΔUSEx3 without the linker sequence could be as small as 332 bp (3 x 60 bp + 152 bp 
for the minimal promoter). 
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4.6  Conclusions 
 
Our data conﬁrm our previous study performed with plasmid DNA showing that ΔUSEx3 is a 
strong and robust muscle-speciﬁc promoter in the context of HD (cell culture and in vivo) and 
in the context of LV (in cell culture) (623).However, ΔUSEx3 was less efﬁcient in skeletal 
muscle in vivo after gene transfer with LV. In a culture of dividing myoblasts, gene expression 
from ΔUSEx3 was stable for at least 2 months. It is therefore an excellent muscle-speciﬁc 
promoter for driving sustained gene expression in cell culture. Our data highlight the difﬁculty 
of predicting the behavior of a promoter in skeletal muscle based on cell culture data and in 
the context of different vectors. 
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Chapitre 5 
5  Un retour sur les articles 
 
Pour la thérapie génique, l’un des défis actuels est de développer des vecteurs efficaces et 
sécuritaires qui permettront de rétablir l’expression de la dystrophine dans les muscles des 
patients DMD. Des nouvelles stratégies doivent être explorées pour éventuellement être 
capable de traiter des patients. Parmi les vecteurs viraux les plus prometteurs, mes travaux se 
focalisent principalement sur le HD. Son avantage principal est qu’il peut transporter la 
séquence codante entière pour la dystrophine, contrairement à d’autres vecteurs viraux comme 
l’AAV et le LV. Le HD a été utilisé avec succès chez la souris mdx pour rétablir l’expression 
de la dystrophine (468) ou de l’utrophine (469). Malgré la capacité du HD à mitiger la 
pathologie après l’injection, l’expression des transgènes s’estompe progressivement après 
plusieurs mois, de même que son effet thérapeutique.  
 
Mon projet explore deux approches qui pourraient potentiellement être utilisées pour stabiliser 
l’expression de la dystrophine dans les muscles. La première consiste à protéger l’ADN du 
HD de l’élimination en l’intégrant dans les chromosomes cellulaires. Le premier article 
(Chapitre 3) est en lien avec cette approche et se concentre sur une caractérisation de 
l’intégration du HD en présence de l’intégrase du phage ΦC31. La deuxième approche 
consiste à utiliser un puissant promoteur musculospécifique (USEx3) pour réduire la réponse 
immunitaire en exprimant le transgène uniquement dans les cellules musculaires et limiter les 
effets du silencing. La deuxième étude (Chapitre 4) explore la régulation du promoteur en 
déterminant l’effet du contexte viral sur son activité. Dans les prochaines sous-sections, je vais 
récapituler brièvement les éléments importants tirés de ces deux articles qui explorent ces 
approches. 
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5.1  Intégration site-spécifique du HD à l’aide de l’intégrase du phage ΦC31 
 
Dans les cellules en division active (comme dans les myoblastes), le HD ne permet pas 
l’expression durable du transgène parce que son ADN n’est pas répliqué. L’intégration de son 
ADN dans les chromosomes pourrait alors permettre sa réplication et conduire à l’expression 
stable d’un transgène. Une intégrase, celle du phage ΦC31, a été employée pour intégrer 
spécifiquement l’ADN du HD dans les chromosomes. L’intégrase du phage ΦC31 fait partie 
de la famille des larges recombinases à sérine (580). Dans son environnement normal, elle 
recombine ensemble les séquences (~50-pb) attB et attP présentes dans les chromosomes 
bactériens et chez l’ADN circulaire du phage respectivement (581). Chez les mammifères, on 
retrouve plusieurs centaines de sites pseudo-attP endogènes toujours actifs qui sont répartis 
sur les chromosomes (574, 576). Un ADN quelconque transportant un site attB peut alors être 
intégré par l’intégrase. Jusqu’à présent, un seul article montre que l’intégrase peut être 
employée pour intégrer le HD. Son intégration augmente et stabilise l’expression du facteur IX 
dans les cellules hépatiques (572). Par contre, seulement un portrait partiel de l’activité de 
l’intégrase a été dressé. Une étude plus approfondie s’imposait afin de mieux connaître le 
potentiel de l’intégrase pour des applications avec le HD. Mes travaux présentés dans le 
premier article (Chapitre 3) sont réalisés dans un contexte in vitro. Les débouchés seront utiles 
pour la thérapie cellulaire, mais aussi en prévision d’études pour l’injection directe de vecteurs 
chez les animaux. Pour investiguer le potentiel de l’intégrase, j’ai produit un HD contenant le 
gène de résistance à la puromycine et un site attB. Le gène de résistance permet de mesurer 
avec précision le nombre d’événements d’intégration du HD parmi une population de cellules 
données. La sélection permet aussi de générer des clones pour l’étude d’événements uniques 
d’intégration. Par conséquent, un tel HD m’a permis de mesurer l’efficacité d’intégration, 
mais aussi d’étudier les sites d’intégration dans les cellules humaines et dans les cellules 
musculaires de souris.  
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Voici une liste des points saillants rapportés dans mon étude. 
 
1) Le HD n’a pas besoin d’être circularisé pour être intégré par l’intégrase et 
l’intégration est plus efficace en absence de circularisation. 
2) L’intégrase augmente jusqu’à 18 fois le niveau d’intégration du HD. 
3) Un maximum absolu d’efficacité d’intégration de 0,5 % a été obtenu dans les cellules 
humaines et de 0,1 % dans les cellules musculaires de souris. 
4) Jusqu’à 76 % des événements d’intégration étudiés ont eu lieu dans un site pseudo-
attP. 
5) Certains sites dans le génome sont plus propices pour l’intégration du HD.  
6) Le quart des sites choisis par l’intégrase ont également été rapportés dans d’autres 
études réalisées avec des plasmides. 
7) Une seule copie du HD est intégrée chez 70 % des clones étudiés. Des délétions dans 
les extrémités du HD ont été observées chez la plupart de ces clones. 
8) L’expression de l’intégrase dans les myoblastes entraîne une faible augmentation du 
nombre de brisures double-brin (de 2 à 3 fois) par rapport au contrôle sans intégrase. 
 
En conclusion, le système que j’ai développé est efficace, peu génotoxique et permet à la 
majorité du HD d’être spécifiquement intégré selon un profil d’intégration prévisible. 
L’intégration du HD, à l’aide de l’intégrase du phage ΦC31, est une alternative intéressante 
aux plasmides pour plusieurs applications in vitro. 
  
5.2  Étude contextuelle du HD  et du LV sur l’activité du promoteur USEx3 
 
La régulation de l’expression génique d’un promoteur peut être modulée par l’environnement 
cellulaire et extracellulaire (621). Une baisse d’activité du promoteur sous le seuil 
thérapeutique peut entraîner une perte d’efficacité du traitement. Des promoteurs ubiquitaires 
très puissants et très utilisés (comme le CMV) peuvent éventuellement s’atténuer in vitro ou in 
vivo par le phénomène de silencing (618, 692). Il a été démontré que l’utilisation de 
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promoteurs tissu-spécifiques stabilisaient l’expression d’un transgène in vivo (493, 646). Des 
membres de mon laboratoire ont publié une étude (623) et déposé un brevet (640) à propos 
d’un nouveau promoteur musculospécifique, le USEx3 dérivé du gène de la troponine I 
lente. Afin d’approfondir nos connaissances sur la régulation de ce promoteur pour un emploi 
futur dans des vecteurs thérapeutiques, j’ai investigué l’influence du contexte de deux vecteurs 
viraux sur les propriétés de USEx3. Pour ce faire, nous avons construit un HD transportant 
un gène rapporteur et nous avons étudié l’activité de USEx3 dans le contexte de ce vecteur. 
L’ADN du HD demeure majoritairement épisomique. Nous avons également produit un 
vecteur lentiviral, transportant le même promoteur et un gène rapporteur. Les LV possèdent la 
capacité de s’intégrer efficacement, ce qui nous permet d’étudier l’activité du promoteur dans 
l’environnement chromosomique. Avec le HD et le LV, nous avons étudié le comportement de 
USEx3 in vitro et in vivo. 
 
 Voici une liste des points saillants rapportés dans notre étude. 
 
1) USEx3 est peu actif dans les cultures de cellules non musculaires et musculaires 
(myoblastes) non différentiées peu importe le vecteur, mais il devient aussi puissant 
que le promoteur CMV après la différentiation des myoblastes. 
2) Le traitement de myoblastes en culture par des LV montre que USEx3 est plus 
stable et plus puissant que le promoteur CMV à 60 jours post-transduction. 
3) L’activité de ΔUSEx3 est faible dans les cellules non musculaires après la livraison 
d’un LV. L’activité est puissante et comparable à un autre promoteur 
musculospécifique (SPcΔ5-12) dans les cellules musculaires différenciées.  
4) Lorsque livré par HD via la voie systémique, ΔUSEx3 est faiblement actif dans les 
tissus non musculaires, mais l’injection intramusculaire conduit à une forte 
expression dans plus du quart des fibres du muscle traité. 
5) L’injection intramusculaire du LV permet une bonne transduction du muscle. 
Cependant, l’activité de ΔUSEx3 est relativement faible par rapport au SPcΔ5-12.  
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Globalement, le promoteur ΔUSEx3 est puissant et robuste lorsque transporté par le LV (sauf 
in vivo) et aussi par le HD. Après la transduction de myoblastes avec le LV, l’expression d’un 
transgène régulée par le promoteur ΔUSEx3 est plus stable et plus puissante que le promoteur 
ubiquitaire CMV après 60 jours de culture. ΔUSEx3 est comparable en puissance et plus 
spécifique que le promoteur musculospécifique (SPcΔ5-12) en culture cellulaire. Toutefois, 
lorsque les promoteurs sont comparés dans l’environnement musculaire, le SPcΔ5-12 est plus 
actif que le ΔUSEx3 suite à l’injection d’un LV. La régulation de l’activité des promoteurs est 
donc différente in vitro et in vivo. En plus de l’environnement musculaire, le contexte du 
vecteur pourrait également influencer l’activité relative de ΔUSEx3, puisque dans le cas du 
HD (contrairement au LV), elle était très élevée. Par conséquent, l’environnement musculaire 
et le contexte du vecteur influencent l’activité de ΔUSEx3.
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Chapitre 6 
6  Discussion générale, les perspectives et conclusion 
 
L’intégrase du phage ΦC31 présente beaucoup d’intérêt pour la manipulation génétique, car 
elle peut s’avérer utile pour plusieurs applications ex vivo et in vivo pour la thérapie génique. 
Elle agit de façon site-spécifique. L’intégrase peut intégrer de longs fragments d’ADN 
efficacement en opérant de façon unidirectionnelle lorsque ses cofacteurs sont absents (587, 
697). L’intégrase du phage ΦC31 est couramment utilisée pour intégrer des plasmides et plus 
récemment, le HD (572). L’intégrase s’inscrit dans une liste d’outils moléculaires capables de 
modifier génétiquement le génome. Certaines transposases, recombinases et nucléases peuvent 
augmenter de plusieurs fois l’intégration d’un vecteur. La Table 6-1 dresse un portrait de ces 
outils. L’intégrase se classe à peu près à mi-chemin entre les transposases et les nucléases pour 
la spécificité.  
 
En termes d’efficacité, tous les systèmes présentés sont comparables, bien que certains soient 
plus ou moins efficaces selon les conditions expérimentales employées lors des études. 
Plusieurs caractéristiques, incluant l’efficacité d’intégration, la spécificité d’intégration et 
l’innocuité de l’intégrase seront discutées, car elles sont essentielles à considérer pour les 
applications en thérapie génique (thérapie cellulaire et injection directe in vivo).  
 
  
RH : Recombinaison homologue 
pbd : paires de bases par doigt ; pdDR : paire de base par domaine répété 
kb et pb : kilo paire de base, paire de base respectivement 
+ : classification relative selon l’information disponible
Table 6-I. Comparaison des outils moléculaires les plus prometteurs pour la thérapie génique 
CARACTÉRISTIQUES TRANSPOSASE 
LARGE RECOM-
BINASE À SÉRINE 
 ENDONUCLÉASES  
 
Tol1/Tol2 
(698, 699, 700) 
Sleeping 
Beauty(583, 596, 
701, 702, 703, 704, 
705, 706) 
Piggybac 
(703, 704, 705, 706, 
707, 708, 709, 710) 
Intégrase ΦC31  
(576, 583, 597, 598, 601, 
703, 711, 712) 
TALEN 
(713, 714, 715) 
Nucléases 
à doigts de zinc 
(ZFN) 
(703, 716, 717, 718, 719) 
Méganucléases 
(719, 720, 721) 
Organisme 
Poisson 
medaka 
Salmonidés 
Fausse 
arpendeuse du 
chou 
Bactériophage 
phiC31 
 
Synthétique 
 
Synthétique 
Synthétique ou 
S.cerevisae, 
organismes divers 
Efficacité ++ / ? +++ +++ ++ ½ +++ +++ +++ 
Spécificité ++ + + ++++ +++++ +++++ +++++ 
Reconnaissance ~ 8 pb 2 pb 4 pb 30 - 40 pb 
1 - pbDR 
*dimère  
~30-50 pb 
3 - pbd * dimère 
~18-24 pb 
14 - 40 pb 
Intégration 
Réversible, 
laisse des 
traces 
Réversible, 
laisse des traces 
Réversible, sans 
trace laissée 
Irréversible 
sans cofacteur (gp3 
[RDF]) 
Irréversible Irréversible Irréversible 
Mécanisme 
Couper / 
coller 
Couper / coller Couper / coller Recombinaison RH RH RH 
Taille transgène 
2,1 - 22,1 kb 
/ 11 - 70 kb 
6 kb > 18 - 100 kb > 7 - 100 kb > 2,7 kb > 8 kb > 5,5 kb 
Améliorations - SB100x 
7pB, hPB et 
autres mutants 
hyperactifs 
Plusieurs mutants 
hyperactifs 
NLS 
NLS 
Domaine de 
dimérisation, NLS 
NLS 
Sécurité (innocuité) + + + +++ ++++ ++++ ++++½ 
Activation oncogénique ++++ ++++ ++++ ++ + + + 
Brisures double-brin Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui 
Translocations Possible Possible Possible Oui, variable Voir ZFN Très faible Voir ZFN 
Préférence intégration 
Unités de 
transcription
, ilots CpG 
Introns ou 
aléatoire 
Unités de 
transcription, 
ilots CpG 
Régions dense en 
gènes, introns 
Site choisi, 
possibilité 
hors cible 
Site choisi, possibilité 
hors cible 
Site choisi,  
possibilité hors 
cible 
Essais cliniques Non Oui Non Non Non Oui Non 
 
1
8
7
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6.1 Efficacité d’intégration 
 
Un bon outil moléculaire devra être efficace de sorte qu’un maximum de cellules traitées 
puisse intégrer le transgène. Une bonne efficacité d’intégration en thérapie cellulaire réduit le 
nombre d’amplifications nécessaires avant de réaliser une greffe. C’est un avantage double 
puisque qu’il est possible d’obtenir rapidement beaucoup de matériel et d’éviter de cultiver 
trop longtemps les cellules. La culture prolongée de myoblastes réduit leur efficacité à être 
greffés (126) (pour revue, (38)). Pour l’injection directe d’un HD in vivo, l’intégration d’une 
grande quantité de vecteurs permettrait de mieux protéger son ADN contre l’élimination et 
donc, de prolonger l’expression du transgène (c’est le but de mon projet). 
 
Un défi majeur en thérapie cellulaire est d’intégrer assez efficacement le transgène sans 
recourir à la sélection pour enrichir les intégrants (cellules ayant intégré le transgène). Les 
agents de sélection peuvent modifier les cellules et leur comportement (722). In vivo, un gène 
de sélection peut aussi s’avérer immunogénique (723). L’efficacité du système d’intégration 
que j’ai développé atteint 0,5 % et se compare à d’autres employant les plasmides (361, 574, 
583, 596, 663). Toutefois, l’efficacité d’intégration de l’intégrase est trop faible pour ne pas 
recourir à la sélection. Des mutants hyperactifs de l’intégrase sont maintenant disponibles 
permettant des niveaux impressionnant d’intégration atteignant jusqu’à 18,5 % dans les 
hépatocytes in vivo (597, 601). Toutefois, ces intégrases sont au maximum 2 fois plus actives 
que celle de type sauvage. Par conséquent, ce sont des évidences qui suggèrent que les 
mutations ne sont pas seules responsables de ces efficacités élevées rapportées précisément 
dans ces études (principalement dans (601)). Il se pourrait que les hépatocytes soient plus 
permissifs à l’intégration comparativement à d’autres types de cellules comme les myoblastes 
(voir Table 1-I). D’autres cellules au potentielle myogénique (voir la section 2.3), mais dont 
l’on ignore leur permissivité à l’intégration, seraient intéressantes à étudier. 
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La grande variation des efficacités d’intégration selon les types de cellules est mal comprise. Il 
est connu que l’intégrase du phage ΦC31 a un partenaire dans les cellules de mammifères, 
DAXX qui inhibe son activité. On ignore le niveau d’expression dans le muscle, mais DAXX 
interagit avec un court motif sur l’intégrase et inhibe sa capacité à lier l’ADN (588, 589, 724). 
Il a été démontré dans quelques lignées cellulaires que l’activité de l’intégrase corrélait avec le 
niveau d’expression de DAXX (589). La suppression de DAXX n’est pas vraiment 
envisageable, car la protéine joue un rôle important dans l’apoptose et la régulation de la 
transcription via des interactions avec un grand nombre de partenaires (725). Des expériences 
réalisées avec une intégrase chimère arborant un domaine de liaison à l’ADN en doigts de zinc 
montrent que ce domaine est remplaçable (726), donc il serait possible de supprimer l’effet de 
DAXX sur l’intégrase. 
 
6.2 Spécificité de la manipulation du génome 
 
L’intégration aléatoire d’un transgène est risquée si elle se produit près de proto-oncogènes 
(284). Le ciblage de l’intégration vers un nombre limité des sites réduirait les risques associés 
à l’activation de proto-oncogène (609). L’étude des sites permet de générer un patron 
d’intégration, dont la fréquence de chacun permettrait d’évaluer le risque d’un traitement 
génique. Il y a donc un besoin criant de développer des outils moléculaires capables de diriger 
l’intégration vers des sites précis plutôt qu’aléatoirement dans le génome. Les connaissances 
au niveau de l’intégrase du phage ΦC31 se limitent principalement aux expériences effectuées 
à l’aide de plasmides. Ces expériences ont montré que l’intégrase peut diriger l’intégration à 
l’intérieur d’un groupe restreint de sites sur le génome (576). D’après mes résultats, 
l’intégration de l’ADN du HD se produit dans les mêmes sites que les plasmides. C’est un 
avantage considérable, car les sites identifiés avec les plasmides sont transposables dans le 
contexte du HD. J’ai révélé la présence de points chauds dans le génome qui sont également 
partagés avec les plasmides. Puisque ces sites ressortent à fréquence élevée, l’intégration a une 
probabilité élevée de se produire à ces endroits. Si l’on traite des cellules ou un organisme de 
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cette façon, il est capital d’évaluer quels sont les dangers liés à ces événements d’intégration 
(qui sont les plus probables d’arriver). L’impact de l’intégration sur l’activation de 
l’environnement génomique immédiat a été évalué dans une seule étude. Dans une lignée 
multipotente de cordon ombilical, l’intégration a peu d’impact puisque moins de 5 % des 
événements d’intégration entraînent des changements mineurs d’expression des gènes à 
proximité du site intégré (585). Deux sites 19q13.31 et 7p14.1 ont été rapportés revenant à 
haute fréquence dans mon étude sur les cellules HeLa. Heureusement, l’intégration 
n’entraînait pas de changement d’expression des gènes à proximité. Cela suggère que 
l’intégration a peu de risque d’activer un proto-oncogène. Toutefois, il faudrait plus d’études 
du genre, car il existe plusieurs autres points chauds qui se retrouvent dans d’autres lignées 
cellulaire, mais dont on ignore l’impact d’intégration sur l’environnement génomique 
immédiat. De plus, l’impact de l’intégration pourrait également avoir des effets différents 
d’une lignée à l’autre même si l’intégration avait lieu au même site. Par conséquent, il serait 
important de conduire une étude similaire avec mon système dans les cellules musculaires.  
 
Pour les myoblastes de souris, le site mpsL1 est ressorti dans mon étude de même que dans à 
peu près toutes les études chez la souris. Chez un modèle murin susceptible de développer des 
tumeurs, l’usage de l’intégrase (livré par plasmide dans la circulation systémique et non de 
façon intramusculaire) ne précipite pas leur développement. Ces résultats suggèrent que les 
sites choisis par l’intégrase n’active pas de proto-oncogène (609). Du côté des myoblastes 
humain, peu de sites ont été trouvé et aucun profil d’intégration  n’a été dressé, mais tout de 
même un site fréquent (8p22) a été trouvé (361, 574). Il faudrait évidemment mieux connaître 
ce site d’intégration et évaluer son potentiel oncogénique. 
 
Il n’est pas encore clair ce qui dirige l’intégrase vers certains sites plutôt que d’autres. 
Possiblement que l’homologie des sites pseudo-attP avec celui de type sauvage y joue un 
rôle. L’étude de mutants de l’intégrase a permis de trouver des candidats plus spécifiques pour 
certains sites (611, 726). Pour qu’il y ait liaison de l’intégrase, l’ADN doit être accessible. Le 
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degré d’ouverture de la chromatine influencerait le choix des sites par l’intégrase (592). En 
effet, l’observation des sites d’intégration révèle un biais modeste pour les unités de 
transcription des gènes et fort pour les régions denses en gènes (576). Le degré d’ouverture de 
la chromatine pourrait également expliquer des différences entre les patrons d’intégration 
retrouvés chez les différents types de cellules. 
  
Dans la plupart des études sur l’intégrase (incluant mon étude), une sélection est appliquée 
pour enrichir les clones (ayant intégrés le transgène) afin de repêcher les sites d’intégration. La 
sélection pourrait biaiser le repêchage des sites d’intégration vers ceux les plus actifs 
transcriptionnellement. L’expression accrue du gène de résistance donne un avantage de 
viabilité à ces cellules et elles sont plus susceptibles d’être repêchées. En éliminant les sites, 
où l’expression est plus faible, des sites intéressants pourraient passés inaperçus. Par exemple, 
certains de ces sites pourraient fournir une répression suffisante pour éviter l’expression non 
spécifique de notre transgène. Ces sites pourraient réduire l’activité basale d’un promoteur 
tissu-spécifique, mais sans empêcher son activation dans le bon type cellulaire.  
 
Les patrons de sites d’intégration obtenus in vitro (sous sélection) doivent être forcément 
différents de ceux obtenus in vivo puisque la sélection dans ce dernier cas est peu 
envisageable. La prédiction des sites d’intégration in vivo à partir d’essais in vitro n’est peut-
être pas fiable due à l’absence de sélection. Des méthodes récentes permettent d’évaluer de 
façon non biaisée des centaines de sites d’intégration d’un seul coup. Des pools de cellules 
transduites, comportant des milliers d’événements d’intégration, constituent une banque 
d’ADN.  La banque est criblée par PCR à l’aide d’une technique de PCR à partir 
d’amplification linéaire (nrLAM-PCR, non-restrictive Linear Amplification Mediated PCR) et 
combinée au séquençage haut débit (727). 
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6.3  Génotoxicité liée à l’intégrase 
 
Les outils moléculaires doivent induire des brisures dans l’ADN pour permettre l’insertion 
d’un transgène dans le génome. Souvent dans le cas d’un échec d’insertion, ils laissent des 
lésions sur l’ADN qui doivent être réparées. La cellule utilise deux mécanismes principaux 
pour colmater une brèche dans l’ADN : un mécanisme fidèle par recombinaison homologue 
ou une façon grossière, par la NHEJ (non-homologous end joining). Cette dernière altère le 
génome en causant des mutations pouvant être transmises aux générations cellulaires 
suivantes. Lorsque l’intégrase, procède à la recombinaison, elle doit couper 4 brins d’ADN (2 
pour l’attB et le pseudo-attP) (581) générant ainsi 2 brisures double-brin. La phosphorylation 
de l’histone H2AX (γH2AX) suite à l’expression de l’intégrase confirme que des brisures 
double-brin se sont formées (613).  
 
Nous avons observé que l’expression de l’intégrase augmentait de 2 à 3 fois le nombre de 
brisures double-brin par cellule dans les myoblastes C2C12. Ce nombre était largement 
inférieur à celui induit par les UV-C (~254 nm) à la dose de 10 J/m
2
 (plus de 24 brisures 
double-brin par cellule), la plus faible dose employée dans nos tests. Toutefois, plusieurs 
évidences indiquent que les UV-C ne causent pas directement des brisures double-brin. Les 
rayons UV-C sont directement absorbés par les bases de l’ADN conduisant à la formation de 
dimères de thymine. La réparation par l’excision des nucléotides génère des brisures simple-
brin. Si elles ne sont pas réparées, leur conversion en brisure double-brin se produit durant la 
phase S par une topoisomérase (pour revue, (728, 729, 730)). Des brisures à l’ADN sont 
également produits par des espèces réactives en provenance des cellules elles-mêmes ou via la 
communication cellulaire en réponse à un stress aux UV-C (731, 732). Dans le cas de 
l’intégrase, il est probable qu’un évènement d’intégration qui a échoué génère aussi des 
brisures simple-brin. Par conséquent, il faut tenir compte de la possibilité que les brisures 
double-brin à l’ADN peuvent être issues d’un phénomène indirecte. Toutefois, le marquage de 
γH2AX est utile, car il constitue une mesure globale des dommages à l’ADN et permet 
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d’évaluer la génotoxicité de l’intégrase. Le peu de dommages causés par l’activité de 
l’intégrase à l’ADN pourrait être expliquée par sa faible activité dans les myoblastes. 
L’efficacité d’intégration dans les myoblastes était environ 5 fois plus faible que dans les 
HeLa. 
 
6.4  Caractérisation de l’intégration in vivo (perspectives) 
 
Pour déterminer l’efficacité d’intégration et la faisabilité d’un traitement in vivo, les deux HD 
(encodant l’intégrase et celui intégratif) pourront être étudiés chez la souris mdx. Après 
l’injection dans le muscle, il est possible que des cellules satellites, les acteurs principaux de la 
réparation musculaire, soient transduites par les HD. Les CS, stimulées à se diviser, 
deviennent des myoblastes qui peuvent être isolés et amplifiés in vitro. Puisque notre HD 
contient un marqueur de sélection, il serait possible de sélectionner les cellules ayant intégrées 
le transgène. L’efficacité d’intégration et les sites d’intégration pourraient être déterminés 
(voir les sections de 3.3.6 et 3.3.8). En isolant des myoblastes à différents temps ou en 
analysant l’expression du transgène dans le muscle, on évaluerait la persistance du HD intégré. 
Notre HD possède également le gène rapporteur de la GFP, donc il serait possible de suivre 
l’expression à long terme dans le muscle.  
 
6.5  Activité du promoteur USEx3 selon le contexte du vecteur 
 
L’une des stratégies pour contourner la réponse immunitaire est l’utilisation d’un promoteur 
musculospécifique, ce qui permet de restreindre l’expression du transgène aux cellules 
musculaires. La réponse immunitaire peut diminuer l’expression d’un transgène et réduire son 
effet thérapeutique (671). Une batterie de promoteurs musculospécifiques (comparables en 
puissance au CMV) ont été développés et testés dans plusieurs vecteurs viraux pour la thérapie 
génique (voir la section 1.8.2). Nous avons développé le promoteur USEx3 (623), dont 
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l’activité a été caractérisée in vitro et in vivo à l’aide des plasmides. Dans mon étude sur 
USEx3, j’ai approfondi nos connaissances sur ce promoteur en étudiant sa spécificité, sa 
force et sa stabilité et ce, lorsqu’employé dans deux vecteurs viraux (HD et LV). Cette étude 
est particulièrement intéressante, car ces deux vecteurs sont très différents. L’une des 
différences fondamentales est dans l’organisation de leur génome, l’ADN du HD reste 
majoritairement épisomique, alors que le proADN du LV s’intègre. Les connaissances 
acquises sur USEx3 seront utiles, car éventuellement, le promoteur pourrait être employé 
dans un HD intégratif pour rétablir l’expression de la dystrophine dans les muscles 
dystrophiques. De plus, l’intégration de USEx3 à partir du LV a fourni des informations sur 
son comportement dans les chromosomes.  
 
La spécificité de USEx3 a été évaluée dans un panel de cellules non musculaires. Les 
résultats montrent que le promoteur est maintenu inactif et que son activité basale est très 
faible dans ces cellules. L’activité de ΔUSEx3, étant similaire pour le HD et le LV, il semble 
que le choix du vecteur a peu d’effet. Le promoteur est également peu actif dans plusieurs 
tissus (foie, poumons et rate) après l’injection systémique du HD. Il est intéressant de 
constater que l’expression dans la rate est faible, un organe lymphoïde secondaire, suggérant 
que ΔUSEx3 pourrait être peu actif dans ces cellules immunitaires. Évidemment, des études 
plus raffinées devront déterminer si ΔUSEx3 est actif spécifiquement dans les cellules 
professionnelles présentatrices d’antigènes, susceptibles de déclencher une réponse 
immunitaire dirigée contre le transgène. Il serait relativement aisé de déterminer le niveau 
d’activité de ΔUSEx3 ou bien SPΔc5-12 dans les cellules dendritiques. Les cellules 
dendritiques peuvent être isolées de plusieurs organes lymphoïdes, du sang ou ailleurs à l’aide 
de trousses disponibles commercialement. L’activité du promoteur pourrait alors être évaluée 
à partir du gène rapporteur qu’il régule. 
 
Dans les cellules musculaires non différentiées, l’activité de ΔUSEx3 est très faible avec le 
HD et environ le tiers de l’activité du CMV et du promoteur musculospécifique SPΔc5-12, 
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dans le cas du LV. La capacité du promoteur à maintenir une activité basale basse dans les 
myoblastes avant leur différentiation est certainement un avantage, car l’expression trop 
précoce de la dystrophine peut être toxique pour les myoblastes (361). Après la différentiation 
des myoblastes en myotubes, l’activité relative du promoteur augmente de plusieurs fois par 
rapport à un promoteur ubiquitaire. Cette activation est requise pour employer le promoteur 
dans le muscle. 
 
La stabilité du promoteur ΔUSEx3 a également été investiguée dans les myoblastes et dans les 
myotubes à l’aide du LV. Nous avons démontré que ΔUSEx3 était plus stable que le 
promoteur CMV pendant 2 mois dans les myoblastes et après leur différentiation. Ce dernier 
est connu pour subir des effets du silencing (693, 733, 734). Il a été démontré que les cytosines 
des CpG pouvaient être méthylées sur l’enhancer du CMV. La méthylation de l’ADN est 
généralement  associée à la répression génique (735). La composition en CpG du promoteur 
ΔUSEx3 (16 CpG, sans l’intron de SV40), étant plus faible que le CMV (33 CpG), pourrait 
expliquer sa plus grande stabilité. L’étude de la stabilité de ΔUSEx3 a été réalisée en dehors 
de l’environnement musculaire et en absence de système immunitaire. Des essais in vivo 
permettront de déterminer si le promoteur permet l’expression stable d’un transgène.  
 
L’efficacité de livraison du transgène est cruciale pour arriver à traiter tout un muscle in vivo. 
Des doses de 3,5 et 4,6 x 10
8
 particules infectieuses de HD ont été injectées dans le tibialis 
anterior (TA) de souris mdx. Une seule injection a permis l’expression du transgène dans 
jusqu’à 28 % du muscle traité par le HD-ΔUSEx3, comparativement à environ 40 % pour le 
HD-CAG. Ces niveaux de transduction sont comparables à ce qui a déjà été obtenu avec un 
HD double cassette, dont l’effet thérapeutique était notable (467, 468). Dans des extraits de 
muscles, l’expression du gène rapporteur sous le contrôle de ΔUSEx3 atteignait jusqu’à 20 % 
de la puissance du promoteur CAG. Il reste à déterminer si l’expression de la dystrophine à un 
tel niveau a un effet thérapeutique. 
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Pour déterminer l’efficacité du promoteur dans le LV, des doses élevées de LV (environ 2 x 
10
7
 particules infectieuses) ont été injectées dans le TA de la souris mdx. L’observation de 
plusieurs tranches du muscle au microscope a permis de détecter l’expression un peu diffuse 
du gène rapporteur. L’expression fut confirmée par buvardage Western. Pour comparer 
l’activité de ΔUSEx3 à un autre promoteur musculospécifique, un autre LV a été injecté 
transportant une version écourtée du promoteur SPc5-12 (appelé SPΔc5-12) (624). L’activité 
musculaire de SPΔc5-12 était 5 fois supérieure par buvardage Western, malgré un nombre 
comparable de copies de vecteurs livrés dans le muscle. Dans les sections de muscles 
visualisées par fluorescence, l’expression de la GFP était évidente et l’un des muscles avait 
près de la moitié de ces fibres transduites. La forte activité de SPΔc5-12 était inattendue 
puisque celle-ci était comparable à ΔUSEx3 in vitro. Mes résultats indiquent que des 
différences importantes existent entre la culture cellulaire et les muscles in vivo lorsqu’on 
étudie l’activité d’un promoteur musculospécifique. Étant donné que le promoteur SPΔc5-12 
est très puissant in vivo, il faudrait également le tester dans un HD, car il sera peut-être 
meilleur que le ΔUSEx3. 
 
6.6  Vers une thérapie génique pour la dystrophie musculaire de Duchenne 
 
La stabilisation de l’ADN du HD et l’expression musculospécifique du transgène pourraient 
freiner l’élimination du vecteur rencontrée dans les muscles des souris mdx suite à l’injection 
(467). Nous avons déjà entamé la construction d’un HD, dont ΔUSEx3 régule l’expression de 
la dystrophine murine. Ce HD contient un site attB reconnu par l’intégrase et nécessaire à 
l’intégration. Pour traiter les muscles, le HD pourrait soit être injecté directement in vivo, soit 
être employé pour traiter des cellules myogéniques ex vivo. Pour la deuxième méthode, il 
faudrait d’abord établir les meilleures conditions d’intégration pour les myoblastes primaires 
ou autres cellules myogéniques. Par la suite, il suffirait d’utiliser ces conditions et de greffer 
les cellules traitées chez des souris mdx. L’expression de la dystrophine dans les fibres serait 
évaluée par immunomarquage (ainsi que ses partenaires) et quantifiée par buvardage de type 
197 
 
Western. Évidemment, ces essais seraient menés à long terme pour apprécier le bénéfice de 
l’intégration du HD et du promoteur muscle spécifique sur la stabilité d’expression. Les 
paramètres physiologiques (force et endurance) et histologiques (infiltration monocytes, 
résistance aux dommages et noyaux centraux) seront également surveillés à long terme. Pour 
la deuxième approche, les mêmes évaluations seraient réalisées dans le muscle suite à 
l’injection du HD et ce, dans le but de déterminer le potentiel de la thérapie génique. Puisque 
les souris mdx adultes sont immunocompétentes, on pourrait déterminer si le traitement induit 
une réponse immunitaire. Deux composantes de la réponse immunitaire seraient évaluées: la 
présence d’anticorps dans le sérum contre la dystrophine et la réponse cytotoxique (présence 
de monocytes dans les muscles). 
 
La déficience en dystrophine peut être étudiée chez le golden retriever, un modèle plus fidèle 
de la DMD que la souris mdx. Chez le chien dystrophique et le patient humain, les muscles, 
incluant le coeur, les muscles squelettiques des membres et le diaphragme présentent tous des 
signes sévères de la pathologie (110). Le chien dystrophique présente aussi des problèmes 
ambulatoires majeurs tout comme les humains. Il faudrait d’abord s’assurer que le traitement, 
à partir du HD soit sécuritaire (et chez le macaque) et efficace chez le chien (en effectuant les 
mêmes tests que chez la souris mdx) avant de mener des essais cliniques chez l’homme.  
 
Chez la souris mdx, les effets sévères de la déficience apparaissent durant la vieillesse à 
l’exception pour le diaphragme (736), même si la régénération est encore active chez l’adulte 
(109) (section 1.2.6.1 et pour revue, (108)). La dégénérescence plus lente et la régénération 
efficace sont deux facteurs qui peuvent améliorer les effets d’un traitement et allonger la 
période à laquelle les souris peuvent récupérer.  Il a été démontré chez les souris de tous les 
groupes d’âge que la thérapie génique pouvait avoir des effets bénéfiques (194, 468, 675, 
737). Chez l’humain et le chien, le moment du traitement pourrait s’avérer crucial pour espérer 
mitiger la pathologie. Un traitement précoce serait avantageux à cause de la présence de tissus 
musculaires sains et de cellules satellites. Si les patients sont traités jeunes, développer un HD 
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capable d’exprimer la dystrophine pendant toute la vie du patient serait très utile. Les cellules 
satellites sont une cible intéressante pour un HD qui aurait la capacité de s’intégrer. Suite à la 
division cellulaire, l’ADN du HD serait conservé. L’expression de la dystrophine pourrait être 
régulée par un promoteur musculospécifique pour contourner la réponse immunitaire et le 
silencing du promoteur. L’expression précoce de la dystrophine pourrait également favoriser 
une sélection des fibres positives à la dystrophine et empêcher la dégénérescence musculaire 
(103). 
 
La Figure 6-1 résume mon projet dans son ensemble. D’abord les évidences qui m’ont permis 
de proposer certaines solutions (hypothèses) pour stabiliser l’expression de la dystrophine 
dans les muscles. Les progrès scientifiques (ou objectifs atteints) accomplis dans la thèse sont 
présentés ainsi que plusieurs perspectives. 
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6.7 Conclusion 
 
Pour terminer cette étude scientifique, je peux affirmer que mes travaux de doctorat ont fait 
progresser nos connaissances dans le domaine de la thérapie génique. J’ai développé un 
vecteur HD ayant la nouvelle capacité de s’intégrer via l’expression de l’intégrase du 
bactériophage ΦC31. L’intégration est spécifique, relativement efficace et plusieurs évidences 
suggèrent qu’elle est sécuritaire. Ce nouveau vecteur offre une alternative intéressante pour les 
systèmes déjà en place visant à faire de la thérapie cellulaire. La caractérisation in vitro de 
l’intégration que j’ai faite a permis de jeter les bases solides pour entamer de futurs essais 
précliniques de thérapie génique pour la DMD. Quant à l’étude sur l’activité du promoteur 
ΔUSEx3, j’ai montré que le promoteur conservait sa puissance et sa spécificité lorsque 
transporté par deux vecteurs viraux différents (LV et HD), sauf dans le cas du LV in vivo. 
Présentement, on ignore pourquoi ΔUSEx3 est aussi faible après l’injection du LV dans le 
muscle lorsqu’on le compare avec un autre promoteur musculospécifique SPΔc5-12 (pourtant 
aussi puissant que ΔUSEx3 in vitro). Étant donné que SPΔc5-12 est aussi puissant in vivo, il 
faudrait également le tester dans le HD. La stabilisation de l’ADN du HD par son intégration 
dans le génome et l’utilisation d’un promoteur musculospécifique sont deux stratégies faciles à 
combiner et très prometteuses pour prolonger l’expression dans les muscles. Dans le 
laboratoire, nous avons développé un HD intégratif transportant la dystrophine de souris, dont 
l’expression est sous le contrôle du promoteur ΔUSEx3. La suite du projet serait d’évaluer 
l’efficacité et le bénéfice d’un tel vecteur chez la souris mdx in vivo.
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